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GENOTIPAGEM DE Clostridium perfringens ISOLADOS DE BEZERROS
DE CORTE COM DIARREIA NEONATAL

RESUMO.- A diarréia neonatal € uma das principais causas de perdas na
bovinocultura. O Clostridium perfringens é um enteropatdgeno amplamente
distribuido na natureza e responsavel por varias doencas nos animais, dentre
elas a diarréia neonatal. Foram examinadas 141 amostras fecais de bezerros
com diarréia e 129 amostras de animais sadios, com até 28 dias de idade e
pertencentes a trés rebanhos distintos. Do cultivo bacteriologico em
anaerobiose foi possivel isolar 36,2% e 30,2% amostras suspeitas de
Clostridium perfringens dos animais enfermos e dos animais sadios,
respectivamente. A genotipagem bacteriana foi efetuada empregando-se a
técnica de PCR multiplex com os primers dos genes codificadores das toxinas
alfa (cpa), beta (cpb), épsilon (etx), iota (itxA), enterotoxina (cpe) e toxina beta2
(cpb2). Dentre as amostras isoladas, 17/51 (33,3%) e 17/39 (43,6%) dos
animais com diarréia e sadios, respectivamente, amplificaram um ou mais
genes codificadores das toxinas de C. perfringens. Dos bezerros com diarréia,
quatorze apresentaram somente o gene cpa (tipo A), um apresentou o cpa e
cpb2 (tipo A beta2 positivo), um amplificou o cpa, itxA, e cpb2 (tipo E, beta2
positivo) e um amplificou o cpa, etx, itxA e cpb2 (tipo D e E, um ou ambos cpb2
positivo). Dentre os bezerros sadios, 10 eram exclusivamente tipo A, um era
tipo A cpb2 positivo, dois eram tipo E, trés eram tipo E cpb2 positivo e um era
tipo D e E cpb2 positivo. Nao houve correlacdo entre a genotipagem dos genes
codificadores das toxinas de Clostridium perfringens e a presenca de diarréia

neonatal nos bezerros.

Palavras-chave: Bezerros, Clostridium perfringens, diarréia neonatal, PCR



GENOTYPING OF Clostridium perfringens ISOLATED FROM CALVES
WITH NEONATAL DIARRHEA

SUMMARY- Neonatal diarrhea is one of the main causes of losses in cattle
herds. Clostridium perfringens is a widespread enteropathogen, and is
responsible for many animal diseases such as bovine neonatal diarrhea. Fecal
samples from 141 diarrheic calves and 129 healthy calves, aged up to 28 days
and belonging to three herds were examined. Rates of culture positivity were
36.2% and 30.2% for diarrheic and nondiarrheic calves, respectively. Multiple
isolates from primary isolation plates were subjected to simultaneous
genotyping by multiplex PCR, with primers amplifying fragments of alpha (cpa),
beta (cpb), epsilon (etx), iota (itxA), enterotoxin (cpe) and beta2 (cpb2) toxin-
encoding genes. Only 17/51 (33.3%) and 17/39 (43.6%) of these mixtures from
diarrheic and nondiarrheic calves, respectively, yielded genotype information,
suggesting that this may not be a viable approach to genotyping of isolates.
Fourteen isolate mixtures from animals with diarrhea had only cpa (type A), one
had cpa and cpb2 (type A beta2 positive), one with cpa, itxA, and cpb2 (type E,
beta2 positive), and one with cpa, etx, itxA, and cpb2 (Types D and E, one or
both cpb2 positive). Among 17 isolate mixtures from healthy calves, 10 were
exclusively type A, one was type A cpb2 positive, two were type E, three were
type E cpb2 positive, and one was types D and E cpb2 positive. There was no

correlation between isolation of a given toxin type and the presence of diarrhea.

Keywords: Calves, Clostridium perfringens, neonatal diarrhea, PCR



| INTRODUCAO

A bovinocultura de corte no Brasil tem significado econémico e social
expressivo. Dentre os problemas sanitarios dos bovinos de corte a diarréia
neonatal € uma das principais causas de morbidade. Reconhecida como
sindrome, a doenca decorre da interacdo entre fatores como a imunidade do
bezerro, o ambiente, a nutricdo e a ocorréncia de infeccbes por diferentes
microrganismos com potencial patogénico.

O Clostridium perfringens tem sido descrito como uma das principais
causas de diarréias em humanos e nos animais. Pode ser habitante natural do
trato gastrintestinal e sob condi¢cdes favoraveis produzir diversas toxinas e
enzimas responsaveis por sérias lesdes. As toxinas produzidas com maior
importancia sdo a alfa (CPA), beta (CPB), épsilon (ETX), e iota (ITXA e ITXB)
estas sao utilizadas para a tipificacdo do microrganismo entre os tipos A, B, C,
DekE.

A determinacdo dos tipos de C. perfringens tem uma importancia
particular para a identificacdo bacteriana e em estudos de prevaléncia de cepas
toxinogénicas. Com isso, é possivel realizar diagndsticos mais precisos e assim
utiliza-los no desenvolvimento de medidas eficazes de prevencdao, incluindo o
uso da vacinacdo com toxéides adequados.

O método classico de tipificacdo € baseado no teste de neutralizacéo
das toxinas com anti-soro homélogo, em camundongos. Este procedimento
requer um longo tempo para obter os resultados, utiliza animais como modelos
biolégicos e é caro, pois necessita de anti-soro para cada tipo de toxina. A
tipificacdo do C. perfringens pode ser realizada pelo método de Reacdo em
Cadeia pela Polimerase (PCR) que é reconhecido como mais rapido e seguro
para a deteccdo dos genes que codificam as toxinas, além de ser
consideravelmente mais barato, e assim, o mais indicado para uso na rotina

laboratorial.
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Apesar dos prejuizos desencadeados pela diarréia na pecuaria bovina
de corte, sdo escassos os estudos no Brasil que enfocam a identificacdo dos
principais enteropatégenos em bezerros de corte, criados extensivamente.

A participacdo do Clostridium perfringens é sempre mencionada e
reconhecida, fazendo parte inclusive das vacinas comerciais, porém inexiste
informac&o na literatura brasileira sobre o real significado ou mesmo a sua
participacdo na diarréia neonatal em bovinos de corte no pais.

Nesse sentido, o presente trabalho teve por objetivo identificar pela
técnica de reacdo em cadeia pela polimerase com multiplos primers (PCR
multiplex) os tipos de Clostridium perfringens presentes em fezes de bezerros
de corte com até 28 dias de idade, obtidas de animais com e sem diarréia e

criados extensivamente.

Il REVISAO DE LITERATURA

A bovinocultura de corte no Brasil tem significado econdmico e social
expressivo. Na atualidade o pais € detentor do maior rebanho comercial
mundial e maior exportador de carne bovina, comercializando produtos em 180
paises (ABIEC, 2007).

A criacdo de bovinos tem importante participacdo na economia nacional
e no agronegocio. O rebanho brasileiro de corte possui, aproximadamente, 94
milhées de matrizes com uma producdo anual de 44,6 milhdes de bezerros
(ANUALPEC, 2006).

Os bezerros ocupam posicao especial na cadeia de producéo, devendo-
se ressaltar que o manejo neonatal a que forem submetidos tera reflexos sobre
a sua vida produtiva, influenciando o seu futuro desempenho como fonte de
carne ou leite.

A eficiéncia de um sistema de producdo depende, além de outros
parametros produtivos, de uma alta taxa de sobrevivéncia dos neonatos, tendo
em vista que este fator reflete diretamente na rentabilidade do sistema de

producao.
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A taxa de mortalidade neonatal € muito variavel acometendo de seis a
50% do total de recém nascidos (BLOOD; RADOSTITS, 1991), porém
inexistem dados precisos sobre o coeficiente de mortalidade de bezerros no
Brasil.

Dentre os problemas sanitarios dos bovinos de corte a diarréia neonatal
€ uma das principais causas de morbidade e mortalidade e é responsavel por
causar perdas econdmicas significativas (COETZER et al., 1994).

Reconhecida como sindrome, a diarréia neonatal bovina decorre da
interacdo entre fatores como a imunidade do bezerro, o ambiente, a nutricdo e
a ocorréncia de infeccbes por diferentes microrganismos com potencial
patogénico.

Um termo comumente empregado para relatar a ocorréncia da
enfermidade seria diarréia aguda indiferenciada (DAI), visto que através da
observacéo clinica ndo é possivel realizar um diagndstico etiolégico definitivo
(SCHUCH, 2001).

A sindrome acarreta um atraso no desenvolvimento e até a morte dos
animais, além de gastos com medicamentos e tratamentos (LEMOS; COELHO,
1998).

A enfermidade caracteriza-se, clinicamente, por diarréia aquosa aguda e
profusa, que ocasiona uma grande perda de liquidos e eletrélitos corporais,
levando a desidratacdo progressiva, acidose, podendo evoluir para um choque
hipovolémico e morte (SCHUCH, 2001).

A etiologia das diarréias em bezerros é complexa e envolve fatores
predisponentes, aspectos fisicos e nutricionais, 0 manejo sanitario, a higiene e
densidade dos criatérios, a condicdo sanitaria das méaes e a interacdo entre
agentes infecciosos como virus, bactérias e toxinas bacterianas, protozodrios e
parasitas (BENESI, 1999, BLOOD; RADOSTITS, 1991).

O Clostridium perfringens tem sido descrito como uma das principais
causas de diarréias em humanos e nos animais domésticos (ODENDAAL,
1994), muito embora todos os possiveis efeitos sinérgicos entre as toxinas nao

estdo totalmente esclarecidos na sua etiopatogenia.
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O género Clostridium compreende um grupo de microrganismos
anaerobios, formadores de esporos e produtores de toxinas que se encontram
ubiguitariamente distribuidos, podendo ser encontrados no solo, &gua,
pastagens, alimentos de origem animal e vegetal, trato gastrintestinal do
homem e demais espécies animais (ODENDAAL, 1994).

As condi¢cBes nutricionais favoraveis e a anaerobiose presentes no trato
intestinal dos mamiferos séo atrativas a diversas espécies de clostridios
(ROOD et al., 1997).

O Clostridium perfringens é um importante representante desse género e
sob condicdes favoraveis pode se proliferar e produzir diferentes toxinas e
enzimas hidroliticas que causam diversas enfermidades entéricas e sistémicas
em animais e no homem (ROOD et al., 1997).

Esses microrganismos diferem-se dos demais clostridios por se
apresentarem como bacilos relativamente espessos (0,6-2,4 X 1,3-9,0 um), séao
encapsulados e imoveis. As col6nias sdo brancas, redondas, resplandecentes,
circundadas por um halo completo de hemdlise provocado pela toxina theta e
um outro halo incompleto de hemolise é formado pela presenca da toxina alfa
(QUINN et al., 1994).

O microrganismo pode sobreviver em condigbes extremas por
diferenciar-se da forma vegetativa para um formato extremamente resistente de
endosporos latentes (QUINN et al., 1994).

Segundo Rood et al. (1997) o Clostridium perfringens é responsavel pela
sintese se cerca de quinze (15) tipos de toxinas e diversas enzimas, dentre as
quais quatro possuem maior importancia (alfa (CPA), beta (CPB), épsilon
(ETX), e iota (ITXA e ITXB)) e séo utilizadas para a tipificacdo das bactérias
entre os tipos A, B, C, D e E (ODENDAAL, 1994; PETIT et al., 1999).

Duas outras toxinas (enterotoxina e toxina beta 2) também podem ser
produzidas pelo C. perfringens, embora elas ndo sejam utilizadas para sua
tipificacédo (GIBERT et al., 1997; ODENDAAL, 1994).

Alguns tipos de C. perfringens, como o tipo A, sdo comumente

encontrados tanto no trato intestinal dos animais como no meio ambiente,
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enquanto os outros tipos (B, C, D, e E) sé&o ocasionalmente encontrados nas
mesmas condi¢cdes (CARTER; CHENGAPPA, 1991; NIILO, 1980).

Como o Clostridium perfringens pode ser isolado do conteudo intestinal
tanto de animais sadios como também daqueles com diarréia, a simples
deteccdo desta bactéria ndo a caracteriza como causadora de doenca (SIPOS
et al., 2003).

A viruléncia do microrganismo é devido a sua habilidade de produzir
uma ou mais toxinas e enzimas hidroliticas que se diferenciam na poténcia de
toxicidade e sdo as responsaveis pelas lesfes e sintomas associados, Visto
gue a bactéria ndo invade as células normais do organismo (PETIT et al., 1999;
SIPOS et al., 2003).

Todas as toxinas e enzimas hidroliticas produzidas séo secretadas
durante a fase de crescimento exponencial da bactéria, com excecdo da
enterotoxina que € liberada apds sua lise, e sdo associadas a uma doenca em
particular, quer seja humana ou animal (PETIT et al., 1999).

Com excecdo da toxina iota, que age intracelularmente, as demais
toxinas do C. perfringens interagem com a membrana celular, provocando uma
ruptura ou a formacdo de poros que acarretardo em alteracbes na
permeabilidade da mesma (PETIT et al., 1999).

A toxina alfa € uma fosfolipase C comumente produzida por todos os
cinco tipos de C. perfringens, e predominante no tipo A, sendo responsavel por
desencadear hemodlises nas membranas fosfolipidicas dos eritrocitos,
plaquetas, leucécitos e de células endoteliais e musculares, resultando em lises
(SONGER, 1996). E hemolitica, dermonecrética, necrotizante e potencialmente
letal. Os principais efeitos letais associados a essa toxina sdo as gangrenas
gasosas nos humanos e as enterites necrgticas e enterotoxemias nos animais
(HATHEWAY, 1990).

A toxina beta é uma proteina altamente sensivel a acdo da tripsina
(SAKURAI; DUNCAN, 1977). Produzida pelas cepas dos tipos B e C de C.
perfringens, é composta por uma cadeia simples de polipeptideo de

aproximadamente 40 kDa. Esta é responsavel por provocar necroses nhas
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mucosas e por agir no sistema nervoso central (HUNTER et al., 1993). Esta
associada aos casos de enterites necréticas nos humanos e enterotoxemias
nos animais (SONGER, 1996).

Os estudos realizados por Gibert et al. (1997) relataram a presenca da
beta2, uma nova toxina isolada de cepas de C. perfringens (tipo C) de leitdes
com enterites necroticas. Segundo Petit et al. (1999) a toxina beta2 também
pode ser produzida por algumas cepas de C. perfringens tipo A. Ela é
necrotizante, possui 15% de identidade genética e um pequeno nivel de reacdo
imunoldgica cruzada com a ja conhecida toxina beta (PETIT et al., 1999).

A toxina épsilon, € uma proteina com peso molecular de 33 kDa.
Sintetizada e secretada como uma prototoxina produzida pelos tipos B e D de
C. perfringens, € necrotizante e letal, sendo responsavel por uma
enterotoxemia severa e fatal nos animais que acarreta grandes prejuizos
econdmicos (HATHEWAY, 1990; ODENDAAL, 1994).

A toxina iota estd presente somente no tipo E, também é produzida e
secretada como uma prototoxina. E constituida por dois componentes, ou seja,
duas proteinas independentes, que sao: um componente ligante (Ib) e um
componente enzimatico (la). Ambos sdo necessarios para a eficaz acéo
deletéria da toxina. O componente |Ib é responsavel por reconhecer o receptor
especifico na superficie da membrana celular, e assim, os dois componentes
da toxina sao internalizados na célula, com isso, a fracdo la pode entrar em
acao provocando uma desordem no citoesqueleto de actina celular (PETIT et
al., 1999). Essa toxina provoca um aumento na permeabilidade vascular, é
dermonecrética e letal (CRAIG; MILES, 1961), também esta associada aos
casos de enterotoxemia em bezerros e cabritos (HATHEWAY, 1990).

Além das toxinas denominadas principais, existem outras também
produzidas por cepas de C. perfringens as quais podem ter participacdo em
varias doencas, como por exemplo a enterotoxina produzida pelas cepas de C.
perfringens tipo A, que tem grande importancia nas diarréias humanas e dos
animais (ODENDAAL, 1994).
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A determinacdo dos tipos de C. perfringens tem uma importancia
particular para a identificacdo bacteriana e em estudos de prevaléncia de cepas
toxinogénicas (AUGUSTYNOWICZ et al., 2000). Com a correta identificacao
dos tipos é possivel realizar diagnésticos mais precisos para patologias
associadas (PETIT et al., 1999).

Os estudos e levantamentos epidemiolégicos também sédo dependentes
de uma eficaz identificacdo dos tipos de C. perfringens, assim podem ser
utilizados no desenvolvimento de medidas eficazes de prevencéo, incluindo o
uso da vacinacao mais adequada (PETIT et al., 1999; ROOD et al., 1997).

A avaliacdo e conhecimento dos tipos de C. perfringens presentes em
uma populacdo animal € essencial para que os toxdides apropriados sejam
corretamente incluidos nas vacinas utilizadas na area.

O método classico de tipificacdo, utilizados desde 1931, é baseado no
teste de letalidade em camundongos associado a uma soroprotecdo com
anticorpos neutralizantes homologos a cada tipo de toxina do C. perfringens
provenientes do sobrenadante de culturas puras da bactéria (PETIT et al.,
1999). Este teste in vivo de neutralizacdo das toxinas em camundongos s6
pode ser realizado apdés o0 crescimento e isolamento de -culturas do
microrganismo (CARTER; COLE JUNIOR, 1990).

O procedimento apresenta varias desvantagens uma vez que requer um
longo tempo para obter os resultados, utiliza animais como modelo biolégico e
€ caro pois necessita de anti-soro para cada tipo de toxina, 0s quais néo estédo
mais disponiveis comercialmente. Além disso, algumas cepas podem n&o
produzir toxinas sob as condi¢des laboratoriais, 0 que torna a identificacédo pelo
teste de neutralizagdo em camundongos impossivel de ser realizado
(McDONEL, 1986).

Um método alternativo de tipificacdo consiste em realizar uma injecéo
intradérmica do sobrenadante de culturas puras de C. perfringens em cobaias,
0 que causa uma necrose caracteristica e lesao eritematosa. Porém, apresenta

as mesmas desvantagens do teste de neutralizacdo in vivo: indisponibilidade
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comercial de anti-soro pra cada tipo de toxina, uso de animais, além da
impossibilidade de tipificacdo das novas toxinas (PETIT et al., 1999).

Além dos métodos microbioldgicos, a tipificacdo do C. perfringens pode
ser realizada pela deteccdo de algumas de suas toxinas, nas fezes, por
métodos imunolégicos, com a técnica de ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay) (MOLLER; AHRENS, 1996).

Muito embora o teste de ELISA seja capaz de realizar a tipificacéo do C.
perfringens, as opg¢des para subtipagens ficam limitadas, uma vez que o teste
nao detecta toxinas como a beta2 (BAUMS et al., 2004). Além disso, niveis
elevados de enterotoxina parecem estar presentes apenas durante a
esporulacéo, dificultando sua deteccéo pelo ELISA (BAUMS et al., 2004).

Moller e Ahrens (1996) compararam a eficacia do teste de ELISA e a
Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para a deteccdo do gene
codificador da toxina beta, em culturas puras e mistas, isoladas de suinos que
morreram devido a uma enterite necrotica. Concluiram que o teste de PCR foi
superior na deteccdo do gene codificador da toxina beta diretamente da
mucosa intestinal necrosada, além de ter sido realizado em poucas horas.

O método de Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) tem sido
aplicado em varias areas desde o final dos anos 80. Quando comparado ao
teste de neutralizacdo de toxinas em camundongos, € reconhecido como mais
rapido e seguro para a deteccao dos genes que codificam as toxinas (DAUBE
et al., 1994; UZAL et al., 1996; YOO et al., 1997).

A sensibilidade e especificidade do método foram confirmadas e
validadas, pois ocorre uma amplificacéo de por¢cdes especificas dos genes que
codificam as principais toxinas produzidas pelos cinco tipos de Clostridium
perfringens, sob condi¢cdes pré-determinadas (DAUBE et al., 1994).

O diagnostico pela PCR também é consideravelmente mais barato que o
teste de neutralizacdo de toxinas em camundongos, sendo assim 0 mais

indicado para uso na rotina laboratorial (BUOGO et al., 1995).
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Outra vantagem da PCR é que este ndo depende da esporulagdo in vitro
dos clostridios, reduzindo assim, significativamente, os resultados falso-
negativos (SONGER, 1996).

lIl MATERIAL E METODOS

1 Local de realizacdo do experimento
O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Pesquisas em
Enfermidades Infecciosas causadas por Anaerdbios da Unesp, Aracatuba, SP,

Curso de Medicina Veterinaria.

2 Amostras de fezes de bezerros de corte

Foram coletadas utilizando-se de “swabs” retais e mantidos em meio de
transporte Stuart (Swabs Transbac-Stuart, DME®), 270 amostras do contetido
intestinal (fezes) de bezerros de ambos os sexos, sadios (129 amostras) e com
sinais de diarréia (141 amostras), criados em sistema extensivo, com até 28
dias de idade. As amostras de fezes foram transportadas e mantidas sob
refrigeracao, até o seu processamento no laboratério.

Os bezerros estudados foram oriundos de trés propriedades rurais de
corte localizadas nos municipios de Brasilandia (MS), Cardoso (SP) e Lavinia
(SP), que possuiam um sistema de escrituracdo zootécnica e assisténcia

técnica que possibilitou a realizacdo do trabalho.

3 Cultivo e isolamento

As amostras de fezes foram cultivadas em meio liquido de Tioglicolato
(Caldo Tioglicolato, OXOID®), para o enriquecimento bacteriano, por 24 horas a
temperatura de 37°C, em jarras de anaerobiose (Anaerogen, 2,5L, OXOID®).
Apés esta etapa, o0 crescimento bacteriano total foi plaqueado em agar sangue
contendo 5% de sangue de carneiro desfibrinado, de acordo com Miserez et
al., 1998; Sipos et al., 2003. A partir do crescimento em agar sangue, as

colénias suspeitas foram repicadas em meio de cultura seletivo para C.
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perfringens (Perfringens Agar Base SFP, OXOID®) e assim incubadas em
anaerobiose a 37T por 24 horas.

As colbnias suspeitas pela caracterizacdo fenotipica presuntiva de C.
perfringens, ou seja, as que apresentavam duplo halo de hemdlise no
crescimento em agar sangue, cor branca perolada e que apresentavam-se
como bacilos Gram-positivos, foram mantidas armazenadas em meio BHI
(Brain Heart Infusion — BHI, HIMEDIA®) (PIATTI et al., 2004) & temperatura de -
20<C.

As amostras de culturas puras ATCC 13124 e ATCC 12924 foram
gentilmente cedidas pelo Laboratério de Microbiologia do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz
(Manguinhos, RJ) e utilizadas como controle positivo para a reagdo de PCR

multiplex.

4 Extragdo do DNA

Para a realizacdo da extracdo do DNA das amostras isoladas, foram
transferidos 300 pL da suspenséao, correspondente ao meio de armazenamento
em BHI contendo as coldnias suspeitas, para tubos livres de DNA e RNA,
devidamente autoclavados. Estes foram vedados e tiveram suas tampas
perfuradas por agulha estéril 16 x 40 mm.

A técnica de extracdo de DNA utilizada foi pela irradiacdo térmica por
microondas, segundo Valsecchi (1998), com algumas modificacoes.

Deste modo, os tubos foram submetidos a fervura em microondas na
poténcia de 30 W, em ciclos de 30 segundos, até completar 8 minutos. Em
seguida, os mesmos foram centrifugados por 2 minutos (13000 x g) e as
amostras precipitadas com 1 mL de etanol absoluto (100%) por 3 horas, a
— 86° C. Apls esta etapa, as mesmas foram centrifugadas por 10 minutos
(13000 x g) e o sedimento de DNA formado no fundo do tubo foi dissolvido com
adicdo de 50 pL de Agua Ultrapura (Ultra Pure Distilled Water, DNAse, RNAse
Free, Invitrogen®) e, posteriormente, aquecido a 56° C, em banho Maria, por

20 minutos para evaporacao do etanol residual. Para a PCR foram utilizados 5
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uL do sobrenadante de DNA extraido, como molde, ap6s o aquecimento (56C

por 30 minutos), procedimento este que se repetiu ao longo das analises.

5 Oligonucleotideos ( primers)
Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados para a reacédo de
PCR foram sintetizados (Invitrogen®) para regiées especificas de cada um dos

genes codificadores das toxinas pesquisadas, segundo Songer a Bueschel
(1999) (Tabela 1).

Tabela 1- Oligonucleotideos iniciadores (primers) dos genes codificadores das

principais toxinas de Clostridium perfringens utilizados na reacéo de

PCR multiplex.
primers das Tamanho do ) ) Tipos de C.
_ Sequéncia de primers .
Toxinas fragmento (pb) perfringens
) GCTAATGTTACTGCCGTTGA
cpa (toxina alpha) 324 pb A,B,C,DeE
CCTCTGATACATCGTGTAAG
) GCGAATATGCTGAATCATCTA
cpb (toxina beta) 196 pb BeC
GCAGGAACATTAGTATATCTTC
Cpe (toxina GGAGATGGTTGGATATTAGG
o 233 pb BeD
épsilon) GGACCAGCAGTTGTAGATA
_ o ACTACTCTCAGACAAGACAG
iA (toxina iota) 446 pb E
CTTTCCTTCTATTACTATACG
) GCGGTGATATCCATCTATTC
Etx (enterotoxina) 655 pb A
CCACTTACTTGTCCTACTAAC
Cpb2 (toxina o AGATTTTAAATATGATCCTAACC
567 p -
beta?2) CAATACCCTTCACCAAATACTC

Segundo Songer e Bueschel (1999).

Cada um dos primers foi individualmente diluido para a concentragéo de
estoque de 100 pmol e, de cada um destes, 10 L foram retirados adicionados
em outro tubo, contendo 90uL de agua DEPEC, na concentracdo de uso 10

pmol, e armazenados separadamente do tubo original em freezer separado.
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6 PCR multiplex

O protocolo da PCR multiplex utilizado foi realizado segundo Songer e
Bueschel (1999), com modificacdes.

Para cada reacdo de PCR multiplex foram empregadas as seguintes
concentracbes em um Unico mix: 25 pL do PCR SuperMix High Fidelity
(Invitrogen®, Cat. No. 10790-020), que continha 22 U/mL DNA polimerase em
66 mM Tris-SO,4 (pH 9,1 a 25° C), 19,8 mM (NHy) 2S04, 2,2 mM MgSQq,, 220
UM dGTP, 220 uM dATP, 220 uM dTTP, 220 uM dCTP e adicionados 1 puL de
cada um dos primers.

Para adequacao da concentracdo MgSO, foram acrescentados 7 pL de
50mM MgSO, 0 que corresponde a uma concentracao final de 7mM para cada
reacao realizada.

Para 50 pL de reacao foram adicionados 44 uL dos reagentes (mix) da
reacdo de PCR, 1 pL (5 Ul) da enzima Platinum Tag DNA Polimerase High
Fidelity (Invitrogen®, Cat. No. 11304-011) e, separadamente, 5 pL do
sobrenadante de DNA de cada amostra (apés centrifugacdo por 1 minuto a
13000 x g). Em seguida, esses tubos foram centrifugados (1 minuto a 13000 x
g) e processados no Termociclador Mastercycler (Eppendorf®) nas seguintes
condicdes: 1° ciclo a temperatura de 94° C por 5 minutos, seguidos por 35
ciclos (94° C por 30 segundos, 55° C por 30 segundos e 68° C por 1 minuto) e
um ultimo ciclo a temperatura de 72° C por 10 minutos para extenséao final. A
temperatura da tampa (“lid”) do Termociclador permaneceu fixa em 55° C
durante todo o procedimento. Ao término do processo no termociclador, 0s
tubos eram novamente centrifugados (1 minuto a 13000 x g) antes da
eletroforese.

As amostras de culturas puras ATCC 13124 e ATCC 12924 foram
utilizadas como controle positivo e 4gua ultrapura, como negativo.

Para realizacdo da eletroforese, 8 pL do produto amplificado foi
adicionado a 2 pL de tamp&o de corrida (10X BlueJuice, Invitrogen®, Cat. No.
10816-015) e 10 uL de agua DEPEC e depositados no gel de agarose 1,2%
(Ultra Pure Agarose, Gibco BRL®, Cat. No. 15510-019) com 12 pL de brometo
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de etidio.

A eletroforese foi realizada com 80 V, 200 mA por 70 minutos, na fonte
“Eletrophoresis Power Supply” (EPS - 301). A visualizacdo do gel foi realizada
em um transiluminador (UVP — White/Ultraviolet Transiluminator®), fotografada
com maquina fotografica KD 290 (Kodak®) e o programa de digitalizacdo
utilizado foi o Adobe Photoshop®.

O perfil eletroforético das amostras positivas foi entdo comparado com o
peso molecular das amostras descritas pelos autores, € com 0S pesos
moleculares padréo de 1Kb (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen®, Cat. No.
10787-018) e 100pb (100 pb DNA Ladder, Invitrogen®, Cat. No. 15628-019).

A andlise estatistica foi efetuada empregando-se o teste do qui-
quadrado no programa SAS (Statistical Analysis System, 2002).

Todas as amostras suspeitas que nao apresentaram nenhum dos genes
codificadores das toxinas de C. perfringens pesquisadas, foram genotipadas

(pela mesma reacdo de PCR multiplex) novamente ao término do experimento.

IV RESULTADOS

Dentre as amostras genotipadas, 17/51 (33,3%) de bezerros com
diarréia e 17/39 (43,6%) oriundas de bezerros sadios apresentaram
amplificacdo de fragmentos de DNA de um ou mais genes codificadores das
toxinas de C. perfringens pesquisadas na técnica de PCR multiplex (Tabela 2 e
Figura 1).

N&o houve diferenca significativa (p>0,05) entre os animais com um ou
mais genes codificadores das toxinas de C. perfringens e a presenca da
diarréia (p=0,7814).
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Tabela 2 - Numero de bezerros neonatos com e sem diarréia que
apresentaram amplificacdo de fragmentos de DNA de um ou
mais genes codificadores das toxinas de Clostridium perfringens
por meio da PCR multiplex

Clostridium perfringens

Diarréia Presente (N, %) Ausente (N, %) Total
com diarréia 17 (12,06%) 124 (87,94%) 141 (100%)
sem diarréia 17 (13,18%) 112 (86,82%) 129 (100%)

Total 34 (12,59%) 236 (87,41%) 270 (100%)

P= 0,7814 pelo teste de Qui-quadrado (x?)

FIGURA 1 - Eletroforese em gel de agarose 1,2% de fragmentos de
DNA amplificados por PCR multiplex, das amostras de C.
perfringens isolados dos fezes dos bezerros neonatos (2 a 13)
1- Padr&o molecular de 1Kb (Invitrogen®)

14- padrdo molecular de 100 pb (Invitrogen®)

Dentre as 17 amostras que apresentaram um oOu mais genes
codificadores das toxinas de C. perfringens nos bezerros com diarréia, 14
apresentaram somente o gene cpa (tipo A), um apresentou o cpa e cpb2 (tipo A
beta2 positivo), um amplificou o cpa, itxA, e cpb2 (tipo E, beta2 positivo) e um
amplificou o cpa, etx, itxA e cpb2 (tipo D e E, um ou ambos cpb2 positivo). Dos

bezerros sadios, 10 eram exclusivamente tipo A, um era tipo A cpb2 positivo,
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dois eram tipo E, trés eram tipo E cpb2 positivo e um era tipo D e E cpb2

positivo (Tabela 3).

Tabela 3 - Presenca dos genes codificadores das toxinas de C. perfringens
isolados do conteudo intestinal (fezes) de bezerros de corte com e

sem diarréia neonatal

Genes Codificadores das Toxinas de C. perfringens
Alfa  Beta Epsilon lota Enterotoxina  Beta2

Animal Diarréia (cpa) (cpb) (Cpe) (iA) (Etx) (Cpb2) Tipo

8 nao + - - + - + E, Beta2 positivo
13 nao + - - - - - A

17 nao + - + + - + D, E, Beta2 positivo
19 nao + - - - - - A

20 nao + - - - - - A

21 nao + - - - - - A

22 nao + - - + - - E

26 nao + - - - - - A

27 nao + - - - - + A, Beta2 positivo
47 nao + - - - - - A

63 nao + - - + - + E, Beta2 positivo
64 nao + - - + - - E

80 nao + - - - - - A

83 nao + - - - - - A

84 nao + - - - - - A

85 nao + - - - - - A

89 nao + - - + - + E, Beta2 positivo
5 sim + - - + - + E, Beta2 positivo
10 sim + - - - - - A

23 sim + - - - - - A

24 sim + - + + - + D, E, Beta2 positivo
25 sim + - - - - - A

30 sim + - - - - - A

32 sim + - - - - - A

34 sim + - - - - + A, Beta2 positivo
39 sim + - - - - - A

40 sim + - - - - - A

45 sim + - - - - - A

46 sim + - - - - - A

48 sim + - - - - - A

52 sim + - - - - - A

53 sim + - - - - - A

81 sim + - - - - - A

91 sim + - - - - - A
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V DISCUSSAO E CONCLUSAO

A diarréia neonatal é uma das principais causas de morbidade
responsavel por grandes perdas econdmicas na criacdo de bezerros.
Geralmente é de etiologia multifatorial, envolvendo fatores ambientais,
genéticos e nutricionais, combinados com microrganismos patogénicos como o
Clostridium perfringens.

O Clostridium perfringens é um dos patdgenos que se encontra
amplamente distribuido pela natureza (PIATTI et al., 2004; SONGER, 1996). As
doencas causadas por este microrganismo tém importancia econémica, na
salde publica e animal, geralmente com alta morbidade e curso fatal, muito
embora o microrganismo faga parte da microflora intestinal normal dos homens
e animais (ODENDAAL, 1994).

O método de prevencdo mais eficaz contra as doencas causadas pelo C.
perfringens, nos animais, € a vacina¢ao. Sendo assim, é necessario que ocorra
uma boa correspondéncia entre os toxdides utilizados nas vacinas
comercializadas e os tipos isolados e genotipados das cepas de campo (PETIT
et al., 1999).

Neste estudo, cerca de 30 - 36% dos bezerros, independente das
condi¢cBes clinicas, apresentaram coldnias caracteristicas de C. perfringens,
por meio o isolamento microbioldgico.

Com a genotipagem, por meio da técnica de PCR multiplex, dos tipos A,
D e E (alguns beta2 positivos) de Clostridium perfringens presentes nas fezes
de bezerros sadios e com diarréia comprova a participagdo do microrganismo
como ubiquitario no trato intestinal dos animais.

A amplificagédo do gene codificador da toxina alfa (cpa) foi observado em
todas as amostras que apresentaram um ou mais genes codificadores das
toxinas de C. perfringens pesquisadas, tanto nos animais sadios quanto nos
animais com diarréia, corroborando assim com a literatura existente (CARTER;
CHENGAPPA, 1991; NIILO, 1980).
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Segundo Petit et al. (1999), devido a localizacdo da maioria dos genes
codificadores das toxinas de C. perfringens ser em locais extracromossomais
(plasmideos) poderiam aumentar as ocorréncias de diversidades entre os tipos
do microrganismo genotipados. Com isso, a perda ou a aquisicdo desses
plasmideos podem ser, ocasionalmente, responsaveis por mudancas
observadas na tipificacdo de algumas cepas, ap6s a realizacdo de cultivos
seriados durante o isolamento das mesmas.

Com a genotipagem pela técnica de PCR multiplex foi possivel identificar
os tipos A, D e E (alguns beta2 positivos) de C. perfringens presentes nas
fezes de bezerros sadios e doentes. Informacdo esta de grande importancia
para os estudos e levantamentos epidemioldgicos, bem como para o uso de
toxdides apropriados nas vacinas e para o uso de métodos de controle e
prevencéo das doencas por estes provocadas (YOUHANNA et al., 2006).

O potencial enteropatogénico dessas cepas identificadas e a existéncia
de condicdes predisponentes é o que determinara a ocorréncia ou ndo dos
problemas sanitarios relacionados ao Clostridium perfringens no periodo
neonatal (YOUHANNA et al.,, 2006), uma vez que o simples isolamento do
microrganismo néo o caracteriza como causador da diarréia.

Em concordancia com outros autores (DAUBE et al., 1994; PIATTI et al.,
2004; SONGER, 1996; UZAL et al., 1996; YOO et al., 1997), a técnica de PCR
demonstrou ser uma alternativa eficiente na genotipagem de amostras
fenotipicamente suspeitas de C. perfringens, apresentando vantagens como
rapidez, sensibilidade e especificidade, além de dispensar o uso de animais
como modelos bioldgicos e o de antitoxinas padréo de dificil obtencdo. Assim,
a técnica de PCR multiplex pode ser uma ferramenta eficiente para a rotina
diagnéstica no laboratorio.

Os resultados desse estudo comprovam a presenca ubiquitaria dos tipos
A, D e E (alguns beta2 positivos) de C. perfringens nas fezes de bezerros com
e sem diarréia, com até 28 dias de idade e criados em sistemas extensivos de

corte, indicadores epidemioldgicos importantes e inéditos no pais.
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APENDICE A

Meio de Tioglicolato

Preparo do Meio

Avaliar quantos tubos de vidro pyrex com tampa de rosca (75 x 15 mm), com
aproximadamente 5 mL do meio, seréo utilizados.

Calcular e pesar a quantidade necessaria do meio Tioglicolato (Caldo
Tioglicolato, OXOID®) para a quantidade de agua destilada utilizada.

Misturar o meio com a agua destilada, até dissolver, em um baldo de vidro
pyrex com capacidade para 1000 mL.

Aquecer o meio em microondas até fundir bem (dissolver toda porcéo solavel).
Com uma pipeta graduada, passar 5 mL do meio de Tioglicolato para os tubos
de vidro pyrex.

Colocar os tubos ja tampados (deixar as tampas frouxas) em um recipiente
para serem esterilizados em autoclave.

Embrulhar o recipiente com papel pardo e vedar com fita crepe.

Esterilizar o meio em autoclave a 120° C por 15 minutos.

Apés autoclavagem, fechar bem as tampas dos tubos pyrex.

Identificar os tubos com o0 nome do meio e data de producéao.

E armazena-los em geladeira a 4° C.

Material Utilizado

- tubos de vidro pyrex (75 x 15 mm) com tampa de rosca
- balanca analitica (SA 210, Scientech®)

- balao de vidro pyrex (1000 mL)

- proveta graduada

- pipeta graduada

- 4gua destilada

- papel pardo (20 x 15 cm) e fita crepe

- autoclave vertical (Phoenix®)
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- fluxo laminar (Bio Protector Plus — 09, Veco®)

- medidor de pH (pH Meter GLP 22, Crison®)

- bico de Bunsen

- meio de cultura Caldo Tioglicolato, OXOID® (CM 173, 500g, lote 317583,
validade 09/2009).

Composicéo do Caldo Tioglicolato, OXOID ~ ®©
- extrato de levedura.................. 500g/L

- triptona.......ceee e, 15,0 g/L
-glicose...iiiiiiiiii 559g/L

- tioglicolato de sodio.................. 0,5 g/L

- cloreto de s6dio............ceeeeenn... 2,59/l

- L-cistina.........ccoevvvviiiiiiiiii, 0,59g/L

o (=741 9740 | 1| - VO 0,001 g/L
—aAgar....cociiiiiii e 0,75 gL

-pHfinal......co 7,1+/-0,2



APENDICE B

Meio de Agar Sangue

Coleta do Sangue

Montar e esterilizar o desfibrinador de sangue.

Esterilizar aproximadamente 10 tubos de vidro pyrex (150 x 30 mm), com
tampa de rosca.

Com o desfibrinador estéril, coletar cerca de 250 mL de sangue de carneiro
sadio.

Mexer constantemente até formar um coagulo de fibrina consistente.

Separar o coagulo do sangue desfibrinado.

Encher os tubos de vidro com 25 mL do sangue desfribrinado, identificar e

datar os tubos e armazena-los em geladeira a 4° C.

Preparo do Meio

Calcular e pesar a quantidade necesséaria do meio Base Agar Sangue (Blood
Agar Base, OXOID®) para 500 mL de agua destilada.

Misturar o meio com a agua destilada, até dissolver, em um baldo de vidro
pyrex com capacidade para 1000 mL.

Tampar o baldo com tampéao de algodao e gaze.

Embrulha-lo com papel pardo e vedar com fita crepe.

Esterilizar o meio em autoclave a 120° C por 15 minutos.

Apés autoclavagem, esfriar o baldo em que o meio de agar sangue se encontra
até aproximadamente 45° C (temperatura suportavel ao toque).

Misturar 01 tubo com 25 mL de sangue de carneiro (5%) para cada 500 mL de
meio base agar sangue.

Distribuir cerca de 20 mL do meio agar sangue com 5% de sangue de carneiro
desfibrinado em cada placa de Petri (90 x 15 mm).

Esperar até o meio endurecer.

Identificar as placas com o0 nome do meio e data de producao.
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Envolver as placas em papel filme e armazena-las, com a parte endurecida do
meio para cima da placa e tampa para baixo, em geladeira a temperatura de 4°
C.

Material Utilizado

- desfibrinador de sangue

- agulha estéril (30 x 15 mm)

- manguito de borracha

- carneiro adulto e sadio

- tubos de vidro pyrex (150 x 30 mm) com tampa de rosca

- balanca analitica (SA 210, Scientech®)

- baldo de vidro pyrex (1000 mL)

- proveta graduada para 500 mL

- 4gua destilada

- tampao de algodao envolto por gaze

- papel pardo (20 x 15 cm) e fita crepe

- autoclave vertical (Phoenix®)

- fluxo laminar (Bio Protector Plus — 09, Veco®)

- medidor de pH (pH Meter GLP 22, Crison®)

- bico de Bunsen

- placas de Petri (90 x 15 mm)

- papel filme

- meio de cultura Blood Agar Base, OXOID® (CM 0055, 500qg, lote 426996,
validade 2010/11).

Composicéo do Meio Blood Agar Base, OXOID  ®
- extrato de carne.................... 10,0 g/L

- peptona neutralizada............ 10,0 g/L

- cloreto de s6dio .........ccuun.... 5,0¢g/L

S A0AN i 15,0 g/L
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APENDICE C
Meio Seletivo para Clostridium perfringens

Preparo do Meio

Calcular e pesar a quantidade necesséaria do meio de cultura seletivo para
Clostridium perfringens (Perfringens Agar Base, PAB, HIMEDIA®) para 475 mL
de &gua destilada.

Misturar o meio com a agua destilada, até dissolver, em um baldo de vidro
pyrex com capacidade para 1000 mL.

Em um outro baldo de vidro pyrex, colocar 100 mL de agua destilada.

Tampar os baldes com tampé&o de algodao e gaze.

Embrulha-los com papel pardo e veda-los com fita crepe.

Esteriliza-los em autoclave a 120° C por 15 minutos.

ApOs autoclavagem, esfriar o baldo em que o meio PAB se encontra até
aproximadamente 45° C (temperatura suportavel ao toque).

Misturar 2 mL da &agua destilada estérii no frasco de antibiético S.F.P
Supplement (FD 013, HIMEDIA®), dissolver bem e passar o conteido para o
baldo contendo o meio PAB.

Com uma pipeta graduada e estéril, medir 25 mL da emulsdo de gema de ovo
(Egg Yolk Emulsion, FD 045, HIMEDIA®) e misturar no meio de PAB.

Distribuir cerca de 20 mL do meio PAB (acrescido de S.F.P e Egg Yolk
Emulsion) em cada placa de Petri (90 x 15 mm).

Esperar até o meio endurecer.

Identificar as placas com o nome do meio e data de producéo.

Envolver as placas em papel filme e armazena-las, com a parte endurecida do

meio para cima da placa e tampa para baixo, em geladeira a 4° C.

Material Utilizado
- balanca analitica (SA 210, Scientech®)
- baldo de vidro pyrex (1000 mL)
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- balao de vidro pyrex (300 mL)

- proveta graduada para 500 mL

- agua destilada

- tampé&o de algod&o envolto por gaze

- papel pardo (20 x 15 cm) e fita crepe

- autoclave vertical (Phoenix®)

- fluxo laminar (Bio Protector Plus — 09, Veco®)

- medidor de pH (pH Meter GLP 22, Crison®)

- bico de Bunsen

- placas de Petri (90 x 15 mm)

- papel filme

- meio de cultura Perfringens Agar Base, HIMEDIA® (M 837, 500g, lote WI 246,
validade 10/2011)

- Suplemento S.F.P, HIMEDIA® ( FD 013, 5 vias por caixa)

- Emuls&o de gema de ovo (Egg Yolk Emulsion), HIMEDIA® (FD 045, 5 vias de
100 mL por caixa)

Composicéo do Perfringens Agar Base, HIMEDIA  ©
= HPLOSE. e 15,0 g/L

- papaic digest of soyabean meal.......... 10,0 g/L

- beef extract..........c.oooovvviiiiiiiiii, 5,09g/L
-yeastextract...........oocovi i, 5,09g/L

- sodium metabisulphite..................... 1,0g/L

- ferric ammonium citrate................... 1,0g/L

S A0AN i 15,0 g/L
-pHfiNal......ooo 7,6 +/-0,2

®

Composicéo do Egg Yolk Emulsion, HIMEDIA
-gema de OVO.......cceeeeevviiiiii e 30,0 mL

-salinaestéril.......coooeeeeii 70,0 mL



Composicéo do Suplemento S.F.P, HIMEDIA ©
- sulfato de kanamicina.......................... 6,00 mg
- POliMIXiNa B......veveiiiiieieeeeeeeeeeceeeeeeeie 15,000 Ul

38
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APENDICE D

Meio de Infusdo Cérebro e Coracao
(Brain Heart Infusion - BHI)

Preparo do Meio

Avaliar quantos tubos de vidro pyrex com tampa de rosca (75 x 15 mm), com
aproximadamente 5 mL do meio, seréo utilizados.

Calcular e pesar a quantidade necessaria do meio BHI (Caldo de Infuséo
Cérebro e Coracdo, HIMEDIA®) para a quantidade de agua destilada utilizada.
Misturar o meio com a agua destilada, até dissolver, em um baldo de vidro
pyrex com capacidade para 1000 mL.

Aquecer o meio em microondas até fundir bem (dissolver toda porcéo soltvel).
Com uma pipeta graduada, passar 5 mL do meio de BHI para os tubos de vidro
pyrex.

Colocar os tubos ja tampados (deixar as tampas frouxas) em um recipiente
para serem esterilizados em autoclave.

Embrulhar o recipiente com papel pardo e vedar com fita crepe.

Esterilizar o meio em autoclave a 120° C por 15 minutos.

Apés autoclavagem, fechar bem as tampas dos tubos pyrex.

Identificar os tubos com o0 nome do meio e data de producéo.

E armazena-los em geladeira a temperatura de 4° C.

Material Utilizado

- tubos de vidro pyrex (75 x 15 mm) com tampa de rosca
- balanca analitica (SA 210, Scientech®)

- baldo de vidro pyrex (1000 mL)

- proveta graduada

- pipeta graduada

- 4gua destilada

- papel pardo (20 x 15 cm) e fita crepe
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- autoclave vertical (Phoenix®)

- fluxo laminar (Bio Protector Plus — 09, Veco®)

- medidor de pH (pH Meter GLP 22, Crison®)

- bico de Bunsen

- meio de cultura Caldo Infusdo Cérebro Coracéo, BHI, HIMEDIA® (CAT. M210,
500g, lote 0000017323, validade 05/2012).

Composicéo do Caldo BHI, HIMEDIA ©

- infuséo de cérebro de bezerro................ 200,0 g/L
- infuséo de coracéo de boi...........ccccevuen. 250,0 g/L
- PepPtoNa ProteOSE.........ccoevveeeeeeieieeeeeeiennnns 10,5 g/L
0 [S) (1 (0 YT 2,0g/L
- cloreto de SOdi0.......ccceeeeeeeiiiiiiiiii, 5,00g/L
- fosfato dipotassico................ccoveninnnn. 2,50/L

-PHfINAL 7,4 +/-0,2



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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