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_Sequenciacao de estirpes de Clostridium botulinum tipo B isoladas em Portugal
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_Resumo

O Clostridium botulinum é um bacilo Gram-positivo esporulado anaerébio,
produtor de neurotoxinas botulinicas (BoNT) que sao causa de botulismo,
uma doenga neurolégica que afeta humanos e animais. Com o objetivo de
investigar a relacdo genética entre estirpes isoladas no decurso da inves-
tigacé@o de casos de botulismo que ocorreram em Portugal, o gene codifi-
cador da toxina de 8 estirpes de Clostridium botulinum neurotoxigénico
isoladas no ambito de 4 casos/surtos foi sequenciado pelo método de
Sanger. Os resultados obtidos indicam que todas as estirpes pertencem
ao grupo Il (ndo proteolitico) e sdo produtoras de neurotoxina botulinica
(BoNT) B4. A sequéncia molecular de 7 estirpes ¢ idéntica, sendo de real-
car que em todas as estirpes ha uma base que diferencia as sequéncias
obtidas da sequéncia padréo.

_Abstract

Clostridium botulinum is an anaerobic Gram-positive bacillus, produ-
cer of botulinum neurotoxins (BoNT) that causes botulism, a neurologi-
cal disease that affects humans and animals. In order to investigate
the genetic relationship between strains isolated during the investiga-
tion of botulism cases that occurred in Portugal, the toxin gene from 8
neurotoxigenic Clostridium botulinum strains isolated in the frame of 4
cases/outbreaks was sequenced by the Sanger method. The results in-
dicate that all the strains belong to group Il (non-proteolytic) and pro-
duce botulinum neurotoxin (BoNT) B4. The sequence of 7 strains is the
same, it being noted that in all there is a base which differentiates the
sequences obtained from the standard sequence.

_Introdugéo

O Clostridium botulinum é um bacilo Gram-positivo esporu-
lado anaerdbio, produtor de neurotoxinas botulinicas (BoNT)
qgue sdo causa de botulismo, uma doenca neuroldgica que
afeta humanos e animais (1:2). Historicamente, a produgéo
de neurotoxina botulinica constituia o Unico critério para a
nomenclatura das estirpes, sendo todos os clostridios pro-
dutores de neurotoxina botulinica considerados Clostridium

botulinum (2:3). Hoje em dia, pelo menos seis bactérias fisio-
l6gica e geneticamente distintas sdo conhecidas por forma-
rem neurotoxinas botulinicas.

As estirpes de C. botulinum do Grupo | produzem BoNT/A,
BoNT/B e/ou BoNT/F (3), sendo variavel o niimero de genes
codificadores de neurotoxinas localizados nos genomas do
Grupo | e 0 nimero de neurotoxinas produzidas (1-5). Exis-
tem estirpes que possuem até trés genes codificadores de
neurotoxina e produzem uma ou, mais raramente, duas ou
trés neurotoxinas distintas (1). Estas estirpes sdo proteo-
liticas, mesofilas (temperatura minima de crescimento de
10-12 °C) e 0s esporos sdao muito resistentes a temperaturas
elevadas (121 °C/3 minutos) (24-6). As estirpes de C. botuli-
num do Grupo Il (C. botulinum nao proteolitico) sdo psicrotro-
ficas (temperatura minima de crescimento de 3 °C) e formam
esporos com resisténcia moderada ao calor (14-6). A segu-
ranca alimentar associada a alimentos minimamente proces-
sados refrigerados, prontos a consumir, com extensos prazos
de validade é uma preocupagao, uma vez que surtos de bo-
tulismo tém estado associados ao abuso nas temperaturas a
que sdo conservados estes produtos (4-6). Estas bactérias for-
madoras de esporos sao ubiquitarias pelo que, para prevenir
o0 botulismo alimentar é necessario identificar e aplicar medi-
das de controlo para a destruigdo dos esporos, ou prevenir a
sua germinacdo, multiplicagdo celular ou a formacéo da neu-
rotoxina (1:5.6). A existéncia de falhas na aplicagdo de medi-
das adequadas para destruicdao dos esporos de C. botulinum,
ou que impecam o seu desenvolvimento, durante a produgao
e/ou durante a conservacao de alimentos comercializados ou
mesmo na preparacao doméstica, pode originar surtos de bo-
tulismo (1,4-6),
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As estirpes de C. botulinum do Grupo Il produzem BoNT/B4,
BoNT/E ou BoNT/F6. Estas estirpes sédo conhecidas por
nao produzirem multiplas toxinas. No entanto, a sequencia-
cao dos genomas das estirpes BoNT/F6 do Grupo Il revelou
que contém genes de neurotoxina do tipo E (3-5), Estao des-
critos casos de estirpes de C. botulinum do Grupo | e Il ndo
toxicas (3-5). Os genes codificadores de neurotoxinas de C.
botulinum Grupos | e Il estdo localizados no cromossoma ou
num plasmideo (2-5).

As estirpes de C. botulinum do Grupo lll sdo mesofilas e
causam botulismo em varias espécies animais. Estas estir-
pes produzem BoNT/C ou BoNT/D, embora mais frequente-
mente sejam produzidas as neurotoxinas de BoNT/CD ou
BoNT/DC (3.

O C. botulinum do Grupo IV (também conhecido como C. ar-
gentinense) produz BoNT/G, que n&o foi associada a botulismo
humano ou animal (3). Algumas estirpes de C. baratii formam
neurotoxina do tipo F7 e algumas estirpes de C. butyricum
formam neurotoxinas do tipo E4 ou E5, estando ambas asso-
ciadas ao botulismo humano ).

A vigilancia epidemioldgica de casos de doenca é fulcral para
prevenir surtos e a transmissé@o cruzada de microrganismos.
O Despacho n.° 15385-A/2016 (7) atualiza a lista de doencas
de notificacao obrigatéria publicada no Despacho n.° 5681-

A/2014 () e determina que essas doencas estdo sujeitas a
notificacdo clinica e laboratorial obrigatéria. Nesse enqua-

Quadro 1:

Soro para pesquisa de toxina (minimo: 7 mL)
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dramento, estabelece o botulismo como doenga de notifi-
cacdo obrigatoria, definindo como critérios epidemiol6gi-
cos “Pelo menos uma das duas ligagdes epidemiolégicas
seguintes: a) Exposicao a mesma fonte de infegao de um ou
mais casos confirmados (...); b) Exposi¢ao a alimentos/agua
confirmadamente contaminados” (7). A investigacdo epide-
miologica e laboratorial é indispenséavel para a identificagao
de “Caso provavel Pessoa que preenche os critérios clinicos
e epidemioldgicos.” e de “Caso confirmado Pessoa que pre-
enche os critérios clinicos e laboratoriais”. Por este facto, a
comunicacao precoce de casos provaveis a autoridade de
saude facilitara a identificagao de casos.

_Objetivos

Investigar a relagao genética entre estirpes isoladas no decur-
so da investigacao de 4 casos/surtos de botulismo que ocorre-
ram em Portugal e sequenciar 0 gene da toxina de 8 estirpes
de Clostridium botulinum neurotoxigénico tipo B, pelo método
de Sanger.

_Material e métodos

Em casos de suspeita de botulismo, o Departamento de Ali-
mentacdo e Nutricdo (DAN) do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge (INSA) tem capacidade laboratorial
para analisar amostras alimentares e amostras biolégicas.
Os tipos de amostras e as condi¢cdes de conservagao estao
indicados no quadro 1.

Tipos de amostras e condigbes de conservagéo.

Fezes para cultura, pesquisa de genes de BoNT e para pesquisa de toxina (minimo: 20 g)

Aspirado de ferida para cultura, pesquisa de genes de BoNT e pesquisa de toxina

Biopsia de abcesso para cultura, pesquisa de genes de BoNT e para pesquisa de toxina

Vomito, lavado gastrico, aspirado gastrico ou conteudo intestinal, para cultura, pesquisa de genes de BoNT

e para pesquisa de toxina (minimo: 20 g)

Alimentos suspeitos para cultura, pesquisa de genes de BoNT e para pesquisa de toxina

Todas as amostras devem ser mantidas refrigeradas apds colheita, mas ndo devem ser congeladas
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De 2015 a 2017, em 4 casos/surtos confirmados de botulismo
tipo B, o Laboratério de Microbiologia do DAN isolou 8 estir-
pes de Clostridium botulinum, que caracterizou geneticamente
(tabela 1).

Tabela 1: £ Amostras onde se isolaram estirpes de Clostridium
botulinum por surto/caso confirmado.
Amostras
Surto/caso Ano
confirmado Alimentares Biologicas
1 2015 Chourigo ---
2 2015 Presunto Fezes
3 2016 Presunto, alheira, chourico ---
4 2017 Presunto Fezes

Apos detecao por Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR),
dos genes codificadores de BoNT no meio de enriquecimen-
to Trypticase-Peptone-Glucose-Yeast e/ou Cooked Meat
Medium (CM0081, Oxoid), isolou-se a estirpe em Colum-
bia Agar Sangue (bioMérieux). As estirpes foram isoladas de
fezes e de alimentos suspeitos de serem a causa da doenca,
colhidos ap6s inquérito epidemiolégico.

Apos isolamento das estirpes, efetuou-se a extracéo de DNA
utilizando o QlAamp® DNA Mini Kit (Quiagen) e a detecéo
dos genes codificadores de BoNT A, B, E, e F por PCR, de
acordo com a Metodologia 1 da ISO/TS 17919 (9), Posterior-
mente, o produto de PCR obtido com os primers para o gene
codificador da BoNT/B foi purificado utilizando ExoProStar
™ 1-Step (GE Healthcare Life-Sciences). Os produtos purifi-
cados foram sujeitos a um PCR assimétrico e purificou-se o
produto do PCR assimétrico com o kit DyeEx 96 (Quiagen),
para obter DNA em condigdes de ser sequenciado. O produ-
to de PCR purificado foi enviado para a Unidade de Tecnolo-
gia e Inovacao (UTI) do Departamento de Genética Humana
do INSA, onde foi submetido a sequenciacdo para o gene
codificador da toxina, pelo método de Sanger.

Procedeu-se a pesquisa de homologias através da ferramen-
ta informatica “Nucleotide BLAST” do U.S. National Center for
Biotechnology Information (NCBI).
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_Resultados

Os resultados obtidos indicam que todas as amostras cor-
respondem a Clostridium botulinum tipo B, tendo todos o0s
produtos de PCR sequenciados a mesma sequéncia, com
excecao da amostra de presunto do surto 3. Esta sequén-
cia tem homologia maxima (99%) com as estirpes de C. bo-
tulinum tipo B: C. botulinum strain Templin (Sequence ID:
MG545727.1); C. botulinum strain IFR_05/025 (Sequence ID:
KJ776581.1); C. botulinum strain CDC5900 (Sequence ID:
KJ776580.1); C. botulinum strain CDC3875 (Sequence ID:
KJ776578.1).

A estirpe isolada na amostra de presunto do surto 3 apresen-
tou homologia maxima (99%) com a sequéncia ID: X71343.1
de C. botulinum tipo B.

_Conclusdes e recomendagdes

Todas as estipes pertencem ao grupo Il (ndo proteolitico)
BoNT/B4.

A seguranca alimentar exige que a toxina botulinica nao
seja produzida em géneros alimenticios, pelo que se devem
adotar procedimentos e estabelecer medidas de controlo
que previnam o desenvolvimento de todos os tipos de Clos-
tridium botulinum.

O tratamento pelo calor é o método mais utilizado para inibir
esporos de bactérias, mas a sua inativacao vai depender do
binémio tempo/temperatura, do pH, da a,, (atividade da agua)
e do contetido em gordura do alimento (:6). Tém sido usados
aditivos alimentares, como o nitrito de sddio, para impedir o
desenvolvimento do C. botulinum (1:6). No entanto, uma lenta
descida do pH ou da a,, na producéo de produtos fermenta-
dos, tais como queijos maturados, iogurtes ou carnes fermen-
tadas, pode permitir a ocorréncia de condigdes favoraveis a
producdo de BoNT (6).

A extensao do tempo de conservagado de produtos em re-
frigeragdo pode aumentar o risco do desenvolvimento de
estirpes nao proteoliticas, recomendando-se que as condi-
¢cOes que previnem o desenvolvimento de Clostridium botu-
linum do Grupo Il sejam tidas em atencao (quadro 2) (1.6),



Nacional de Saude Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

(’ Doutor Ricardo Jorge

Ear=r=1l]

= —— ™
2018 » o =
sopeciali el > =L o =l
PEg! R  _—Doencas Infeciosas

=2 )= & ...,."2‘

Quadro 2: £ Condigdes que previnem o desenvolvimento de Clostridium botulinium do Grupo Il.

Condigoes

Conservagao a temperaturas <3,3 °C
Conservacao a temperaturas <5 °C

Conservacao a temperaturas ente 5-10 °C

Aquecimento a 90 °C, durante 10 minutos e conservagéo a

temperatura <10 °C

Crescimento

Nao se desenvolve
Nao se desenvolve nos primeiros 10 dias
Nao se desenvolve nos primeiros 5 dias

N&o se desenvolve

pH do género alimenticio <5,0 e conservacao a temperatura <10 °C Nao se desenvolve

NaCl >3,5%
e conservacao a temperatura <10 °C

ay 0,97
e conservagao a temperatura <10 °C

Nao se desenvolve

N&o se desenvolve

Adaptado do Advisory Commitee Microbiological Safety of Food (ACMF, 1992) (1.

Torna-se de primordial importancia que a populacao tenha
conhecimento que as temperaturas de refrigerag@o habitu-
almente utilizadas em frigorificos domésticos (5-10 °C) ndo
inibem o desenvolvimento do Clostridium botulinum (1.6),
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