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RESUMO

A infecgdo por Clostridioides difficile ¢ uma das principais causas de diarreia em seres
humanos e animais. Em suinos, C. difficile ¢ um importante causador de doenga entérica na
primeira semana de vida, levando a perdas econdmicas pela redugdo de ganho de peso nos
animais acometidos. Em adi¢@o a importancia como patégeno em suinos, a similaridade entre
isolados de seres humanos e animais sugere a possibilidade de transmissdo zoonotica. Os
isolados toxigénicos de C. difficile produzem as toxinas A (TcdA) e B (TcdB), principais fatores
de viruléncia no quadro clinico da doenga. As medidas de controle do agente sdo dificultadas
pela formagdo de esporos, que possibilita a bactéria permanecer viavel nos mais diversos
ambientes por longos periodos. Dessa forma, a utilizagdo de métodos imunoprofilaticos deve
ser uma alternativa na prevengao a ocorréncia da doenga. No ano de 2021, foi disponibilizada
no mercado brasileiro a primeira vacina comercial contra C. difficile em suinos, composta das
toxinas A e B inativadas. Entretanto, até o momento, ndo existem estudos publicados avaliando
esse imunogeno. O objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis de anticorpos séricos em
matrizes suinas e leitdes neonatos apds a ingestdo de colostro de fémeas imunizadas com a
vacina comercial contra C. difficile. Fémeas suinas gestantes foram divididas em dois grupos.
No grupo vacinado, 12 fémeas foram imunizadas as 6 e 3 semanas anteriores ao parto, enquanto
no grupo controle (n=6) os animais foram vacinados no mesmo intervalo com um imundégeno
contendo o mesmo adjuvante, mas sem os toxoides A e B de C. difficile. Soro sanguineo das
porcas foi coletado antes de cada vacinagdo. Entre 24 e 48 horas ap6s o parto, foi coletado soro
das porcas e de seis leitdes de cada fémea (n=72 leitdes no grupo vacinado e 36 no grupo
controle). Todas as amostras de soro foram submetidas a deteccao de IgG por meio de ensaios
imunoenzimaticos utilizando fragmentos das toxinas TcdA e TcdB. A vacina induziu a
formagdo de anticorpos IgG anti-TcdA e TcdB em matrizes suinas apos a primeira e segunda
dose (T1 e T2). Os leitdes passivamente imunizados via colostro apresentaram niveis superiores
de IgG frente aos antigenos TcdA e TcdB quando comparados com leitdes amamentados por
matrizes do grupo controle. Dessa forma, ¢ possivel inferir que a vacina comercial testada ¢é
capaz de induzir resposta imune humoral contra os fragmentos recombinantes de TcdA e TcdB
de C. difficile em fémeas suinas. Os anticorpos contra essas toxinas no soro desses animais sao

transmitidos passivamente para leitdes neonatos, através do colostro.

Palavras-chave: diarreia neonatal; imunizagdo passiva; resposta humoral; zoonoses.



ABSTRACT

Clostridioides difficile infection is one of the main causes of diarrhea in humans snd
animals. In pigs, C. difficile is an important cause of enteric disease in the first week of life,
leading to economic losses due to reduced weight gain in affected animals. In addition to the
importance of the pathogen in swine, the similarity between isolates from humans and animals
suggests the possibility of zoonotic transmission. Toxigenic isolates of C. difficile produce
toxins A (TcdA) and B (TcdB), the main virulence factors in the clinical picture of the disease.
Measures to control the agent are made difficult by the formation of spores, which allows
bacteria to remain viable in the most diverse environments for long periods. Therefore, the use
of immunoprophylactic methods should be an alternative in preventing the occurrence of the
disease. In 2021, the first commercial vaccine against C. difficile in pigs was made available on
the on the brazilian market, consisting of inactivated toxins A and B. However, to date, there
are no published studies evaluating this immunogen. The objective of this work was to evaluate
the levels of serum antibodies in swine sows and neonatal piglets after ingestion of colostrum
from females immunized with the commercial vaccine against C. difficile. Pregnant female pigs
were divided into two groups. In group 1, 12 females were immunized at 6 and 3 weeks prior
to parturition, while in the control group (n=6) the animals were vaccinated at the same interval
with an immunogen containing the same adjuvant, but without toxoids A and B of C. difficile.
Blood serum from sows was collected before each vaccination. Between 24 and 48 hours after
birth, was collected serum from the sows and six piglets from each sow (n=72 piglets in group
1 and 36 in the control group). All serum samples were subjected to IgG detection through
immunoenzymatic assays using fragments of the tcdA and tcdB toxins. The vaccine induced
the formation of IgG anti-TcdA and TcdB antibodies in swine sows after the first and second
dose (T1 and T2). Piglets passively immunized via colostrum showed higher levels of 1gG
against TcdA and TcdB antigens when compared to piglets suckled by dams in the control
group. Therefore, it is possible to infer that a tested commercial vaccine is capable of inducing
a humoral immune response against recombinant fragments of TcdA and TcdB from C. difficile
in female pigs. Antibodies against these toxins in the serum of these animals are passively

transmitted to neonatal piglets through colostrum.

Keywords: humoral response; neonatal diarrhea; passive immunization; zoonoses.
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1 INTRODUCAO

Clostridioides (Clostridium) difficile ¢ uma bactéria anaerdbia estrita, bastonete gram-
positivo, capaz de colonizar o intestino de animais domésticos, silvestres e seres humanos
(BRUXELLE; PECHINE; COLLIGNON, 2018; DIAB; UZAL; SONGER, 2016; LAWSON et
al., 2016; LICCIARDI et al., 2021). O agente foi isolado pela primeira vez em seres humanos
em 1935 e em diversos animais domésticos na década de 1980 (FREEMAN et al., 2010; HALL;
O’TOOLE, 1935). Sua capacidade de formar esporos possibilita a permanéncia em diversos
locais por longos periodos, incluindo 4gua, solo, alimentos e ambientes hospitalares (LAWSON
et al., 2016; MARTIN; MONAGHAN; WILCOX, 2016).

Nas ultimas décadas, C. difficile tem sido apontado como um dos principais causadores
de diarreia em pacientes hospitalizados, com elevadas taxas de morbidade, mortalidade e
aumento do tempo de internagdo, bem como custos com tratamento (LAWSON et al., 2016;
TRINDADE; DOMINGUES; FERREIRA, 2019). O uso de antimicrobianos tem sido apontado
como o principal fator de risco associado a infec¢ao por C. difficile, em que a deplecdo da
microbiota intestinal favorece a colonizacdo e proliferacio desse agente (MARTIN;
MONAGHAN; WILCOX, 2016; PROCTOR et al., 2021).

Em suinos, porém, a infeccdo ¢ comum na primeira semana de vida, quando a
microbiota estd em formacao, sendo incapaz de inibir a colonizagado por C. difficile (LOBATO,
2013; PROCTOR etal., 2021). Nesta espécie, as perdas economicas estdo relacionadas ao baixo
desenvolvimento corporal, que leva a reducdo do ganho de peso no lote acometido (DIAB;
UZAL; SONGER, 2016; OLIVEIRA JUNIOR, 2019).

A producao das toxinas A (TcdA) e B (TcdB) por C. difficile ¢ responsavel pelo
desencadeamento do quadro clinico (KNETSCH et al., 2014; MONOT et al., 2015). Na
presenca de acidos biliares primarios e glicina no intestino, ocorre germinag¢do dos esporos
toxigénicos ingeridos pelo animal, seguido da producdo das toxinas pelas formas vegetativas
da bactéria (BRUXELLE; PECHINE; COLLIGNON, 2018). As toxinas A e B se ligam a
receptores especificos nos enterocitos, causando alteragdes no citoesqueleto, o que leva a
modificacdes na conformagdo estrutural, como arredondamento celular, perda de jungdes
intercelulares e aumento da permeabilidade na mucosa intestinal, além de resposta inflamatoria
aguda (CZEPIEL et al., 2019; DIAB; UZAL; SONGER, 2016). Assim, os leitdes acometidos
comumente apresentam diarreia, edema de mesocolon e colite (SONGER et al., 2007;
SONGER; ANDERSON, 2006; SQUIRE; RILEY, 2012a).

A utilizacdo de métodos imunoprofilaticos deve ser uma alternativa na prevencgdo a

ocorréncia da doenca (LOBATO, 2013; SONGER; UZAL, 2005). Nesse contexto, apenas uma
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vacina foi, at¢ o momento, aprovada para uso comercial em todo o mundo. Esse imunogeno,
comercializado desde 2021, pode ser utilizado exclusivamente em suinos. A vacina possui as
toxinas A (TcdA) e B (TcdB) inativadas, além de toxoide alfa de Clostridium perfringens tipo
A.

Até o momento inexistem estudos publicados demonstrando a poténcia da vacina
comercial contra C. difficile. Dessa forma, o presente estudo visa avaliar a imunogenicidade
dessa vacina, através sua administragdo em fémeas suinas gestantes ¢ avaliacdo da resposta

humoral ativa e transmissdo passiva de anticorpos aos leitdes neonatos através do colostro.
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2 LITERATURA CONSULTADA

2.1 Historico

C. difficile ¢ uma bactéria anaerdbia estrita, bastonete gram-positivo, capaz de colonizar
o intestino de animais domésticos, silvestres e seres humanos (CZEPIEL et al., 2019;
LICCIARDI et al., 2021; SILVA et al., 2014a). As colonias possuem morfologia tipica, de
aspecto conhecido como “vidro moido” e odor caracteristico (semelhante ao de fezes de
equinos); quando submetidas a luz ultravioleta em agar Brucella suplementado com vitamina
K e hemina, apresentam coloragdo esverdeada (DELMEE, 2001; DIAB; UZAL; SONGER,
2016). Na coloragdo de Gram observam-se bastonetes gram-positivos com esporos
subterminais (FULGIONE, 1998) (Figura 1). Foi isolada pela primeira vez nas fezes de recém-
nascidos saudaveis, em 1935. Desde entdo, passou por algumas reclassificagdes taxondmicas,
sendo anteriormente chamado de Bacillus difficile, Clostridium difficile, PeptoClostridium
difficile e, mais recentemente, devido a uma analise baseada na sequéncia do gene rRNA do

16S, Clostridioides difficile (HALL; O’'TOOLE, 1935; LAWSON et al., 2016).

Com a descoberta de algumas novas bases e intensificacio da utilizacdo dos
antimicrobianos, C. difficile despontou como um patdgeno causador de disturbios intestinais,
com destaque para a colite pseudomembranosa e diarreia em pacientes hospitalizados

(BUDDLE; FAGAN, 2023; CZEPIEL et al., 2019; FREEMAN et al., 2010; SIMOR, 2010).

Figura 1: C. difficile em visualizagdao microscopica apds coloragdo de Gram (100 e 40x). Fonte:
arquivo pessoal.

2.2 Epidemiologia
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A infecgdo por C. difficile ¢ uma das principais causas de diarreia associada a cuidados
hospitalares em todo o mundo, sendo responsavel por até 30% desses quadros (DE BRUYN et
al., 2016; SLIMINGS; RILEY, 2014; VEHRESCHILD et al., 2014). Atualmente, sdo mais de
120.000 casos de infeccao por C. difficile (ICD) por ano na Unido Europeia, enquanto o nimero
de 6bitos chega a 1.800 (BUDDLE; FAGAN, 2023). Nos EUA s3o mais de 220.00 casos de
ICD, com mais de 10.000 o6bitos e custos que passam de 6,3 bilhdes de dolares (HEIMANN et
al., 2018; O’GRADY; KNIGHT; RILEY, 2021).

No Brasil, os dados sobre a incidéncia e prevaléncia de ICD em seres humanos nao sao
precisos (BRAGA et al., 2023). Alguns estudos realizados em hospitais de referéncia no pais
demonstram prevaléncia entre 17,7 ¢ 31,8% (CANCADO et al., 2018a; MAESTRI et al., 2020).
J4 a incidéncia, representada pelo numero de casos positivos em relacdo aos individuos com
risco de infecc¢do ao longo do tempo, foi de 9,2 casos por 10.000 pacientes-dia no Gnico estudo
desse tipo até entdo, realizado no Hospital das Clinicas da UFMG. A incidéncia encontrada foi
superior ao relatado na maioria dos estudos realizados na América do Norte e Europa (BRAGA
etal., 2023).

A mortalidade pode chegar a 30% quando na presenga de colite pseudomembranosa,
um dos sinais clinicos da doenga (KUIJPER; COIGNARD; TULL, 2006; VEHRESCHILD et
al., 2014). Outras manifestacdes clinicas envolvem colicas abdominais, diarreia aquosa de leve
a moderada, febre baixa e leucocitose, além de lesdo tecidual, megacdlon toxico e colite
fulminante (BUDDLE; FAGAN, 2023; TRINDADE; DOMINGUES; FERREIRA, 2019).

O surgimento de cepas epidémicas (anteriormente chamadas de hipervirulentas)
também colabora para o aumento dos casos comunitarios da ICD. Comumente classificadas nos
ribotipos RT027 e RTO078, essas cepas apresentam maior patogenicidade e resisténcia a
antimicrobianos, o que impede a eliminacdo do agente, possibilitando a permanéncia das
estirpes no organismo hospedeiro e propiciando a recorréncia da doenga (BUDDLE; FAGAN,
2023; DINIZ et al., 2022; SIMOR, 2010).

O ribotipo 027 produz altas concentragdes de TcdA e TcdB, além da toxina binaria
(CDT), caracteristicas associadas a ocorréncia de surtos e maior gravidade dos quadros de ICD
(STEWART; BERG; HEGARTY, 2013, 2014; WARNY et al., 2005), além de possuir
mecanismos de resisténcia a antimicrobianos, maior motilidade e aderéncia a enterocitos
(DINIZ et al.,, 2022; STABLER et al., 2009).. Além disso, apresentam maior taxa de
esporulacdo e germinacdo, o que facilita sua disseminacdo e proporciona maior sucesso na
infeccdo, que tende a ser mais grave (FREEMAN et al., 2007; WARNY et al., 2005). Esse
ribotipo ¢ associado a surtos de ICD em diversos paises (BOUZA et al., 2017; OFORI et al.,
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2018; OLEASTRO et al., 2014; VAN BEURDEN et al., 2016) e teve sua ampliacdo e
disseminag¢do possivelmente impulsionadas pelo uso generalizado de cefalosporinas e aquisi¢ao
de resisténcia a fluoroquinolonas a partir dos anos 2000 (DINIZ et al., 2022; KNIGHT; RILEY,
2019; LEAV etal., 2010; SAHA et al., 2019).

Ja 0 RT078 ¢ comumente encontrado em animais de fazenda em todo o mundo e o mais
prevalente em suinos (KEEL et al., 2007; KOENE et al., 2012; PROCTOR et al., 2021;
RODRIGUEZ et al., 2012; WEESE et al., 2010). Em seres humanos, esse ribotipo esta
associado a casos comunitarios da doenga, indicando que diversas fontes podem estar
relacionadas a infec¢do, incluindo contato com animais e produtos de origem animal (BAUER
et al.,, 2011; GOORHUIS et al., 2008; LIM; KNIGHT; RILEY, 2020; PATTERSON et al.,
2012).

2.3 Patogenia e fatores de viruléncia

A capacidade de C. difficile de formar esporos permite sua permanéncia em diversos
ambientes por longos periodos, incluindo agua, solo, alimentos e ambientes hospitalares
(CHITNIS et al., 2013; DIAB; UZAL; SONGER, 2016; MARTIN; MONAGHAN; WILCOX,
2016). Os esporos sdo resistentes a radiagdo ultravioleta, calor, dessecacdo, diversos
antimicrobianos e desinfetantes, além de sobreviverem ao baixo pH estomacal (BUDDLE;
FAGAN, 2023). Esse fator de viruléncia também ¢ importante na patogenia da doenca, ja que
possibilita a disseminagdo de C. difficile entre a populagdo e a permanéncia no intestino do
hospedeiro, propiciando a recorréncia da ICD (CASTRO-CORDOVA et al., 2021; DINIZ et
al., 2022). Um episoddio de ICD ¢ classificado como recorrente se houver reaparecimento de
sintomas em até 8 semanas apds o inicio do episodio anterior, resolvido com ou sem o auxilio
de antimicrobianos (MCDONALD et al., 2007).

Apo6s a ingestao dos esporos toxigénicos pelos animais, na presenca de acidos biliares
primdrios e glicina, ocorre germinacdo desses esporos no intestino, que se transformam em
formas vegetativas (BRUXELLE; PECHINE; COLLIGNON, 2018; FRANCIS et al., 2013;
MARTIN; MONAGHAN; WILCOX, 2016). Em situagdes de normalidade da microbiota,
outras bactérias convertem os acidos biliares primarios em secundarios, inibindo a germinagao
dos esporos de C. difficile (FRANCIS et al., 2013; THANISSERY; WINSTON; THERIOT,
2017). Apo6s a germinagdo, a producdo de enzimas (colagenase, hialuronidase, condroitina-
sulfatase) e toxinas causa alteracdes no citoesqueleto de células epiteliais (CZEPIEL et al.,
2019). Essas modifica¢des na conformagao estrutural, como arredondamento celular e perda de

juncdes intercelulares, levam ao aumento da permeabilidade na mucosa intestinal, secre¢ao de
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fluidos, além de resposta inflamatoéria aguda, com adesdo de neutrofilos, fibrina, mucina e
detritos celulares, além de necrose tecidual (CZEPIEL et al., 2019; DIAB; UZAL; SONGER,
2016; SIMOR, 2010).

As cepas patogénicas de C. difficile produzem as toxinas A (TcdA, 308 kDa), ¢ B
(TedB, 270 kDa) (KNETSCH et al., 2014; KUIJPER; COIGNARD; TULL, 2006; MONOT et
al., 2015). As toxinas A e B ligam-se a receptores celulares e sofrem endocitose, estimulando a
liberacao de citocinas e quimiocinas pro-inflamatoérias, diretamente associadas a intensidade do
quadro clinico e prognostico do paciente (BUDDLE; FAGAN, 2023; EL FEGHALY et al.,
2013; KELLY; KYNE, 2011; MARTIN; MONAGHAN; WILCOX, 2016).

Além dessas, uma toxina bindria (CDT), presente em cerca de 10% das cepas de C.
difficile, pode ter um papel relevante na patogenia da doenca. Alguns estudos in vitro apontam
que CDT contribui para a gravidade da ICD, sendo responsavel por arredondamento celular e
supressdo da resposta imune (COWARDIN et al., 2016; MARTINEZ-MELENDEZ et al.,
2022). Além disso, CDT parece ser um fator predisponente para a recorréncia do quadro de
ICD, onde os pacientes acometidos necessitam de maior tempo de tratamento e apresentam
maior taxa de mortalidade (BACCl et al., 2011; STEWART; BERG; HEGARTY, 2013, 2014).

Além da produgdo de toxinas, C. difficile possui outros fatores de viruléncia. As estirpes
que possuem uma maior capacidade de colonizacdo podem causar graves infecgdes, mesmo
produzindo baixas concentragdes de toxinas (DINIZ et al., 2022). As proteinas de superficie
auxiliam na colonizacdo do epitélio intestinal, além de estimularem a resposta do hospedeiro
devido a sua alta imunogenicidade (FAGAN; FAIRWEATHER, 2014; RYAN et al., 2011;
WRIGHT et al., 2008).

A resisténcia a lisozima, mediada pela camada S e por peptidoglicanos, evita a hidrolise
da parede celular de C. difficile pela resposta imune inata do hospedeiro BUDDLE; FAGAN,
2023). A formagdo de biofilme ¢ outro fator que contribui para a viruléncia do agente,
aumentando sua sobrevivéncia no limen intestinal e conferindo resisténcia a a¢ao oxidativa e
compostos antimicrobianos (DAWSON et al., 2012; FROST; CHENG; UNNIKRISHNAN,
2021). C. difficile participa da formacao de biofilmes multiespécie e associados a presenga de
muco, importantes na viruléncia do agente (BUDDLE; FAGAN, 2023), A presenca de flagelos
aumenta a patogenicidade do agente, promovendo a formacdo de biofilmes e estimulando a
resposta inflamatoria; além de possibilitar maior sucesso na colonizacdo do hospedeiro,
conferindo maior capacidade de sobrevivéncia em ambientes hospedeiros hostis e facilitando o

acesso a nutrientes (STEVENSON; MINTON; KUEHNE, 2015)
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2.4 ICD em suinos

Em suinos, a infeccdo ¢ comum em animais com até sete dias de idade, quando a
microbiota esta em formacao, sendo incapaz de inibir a colonizagao por C. difficile (LOBATO,
2013; PROCTOR et al., 2021; WEESE, 2020). Nesses animais, a ICD ndo tem relagdo com a
exposicdo a antimicrobianos (SILVA; GUEDES; LOBATO, 2012; SONGER; UZAL, 2005).
Ao contrario do observado em hamsters e seres humanos, os enterocitos de leitdes neonatos
parecem ter receptores que possibilitam a ligagao com as toxinas de C. difficile, propiciando o
desenvolvimento da infecgao (BORRIELLO; WILCOX, 1998; SQUIRE; RILEY, 2012a).

Entre as estirpes encontradas nessa espécie, aquelas pertencentes ao RT078 sdo
frequentemente encontradas em casos de infeccdo em leitdes (PROCTOR et al., 2021). O
primeiro relato de C. difficile infectando suinos ocorreu em 1983 (YAEGER; FUNK;
HOFFMAN, 2002). A infec¢do em suinos ¢, ainda, uma questdo de satde publica, uma vez que
estudos relataram a transmissao de C. difficile desses animais para seres humanos, além de
disseminar genes de resisténcia a antimicrobianos entre as espécies (DEBAST et al., 2009;
KEESSEN et al., 2013; KNETSCH et al., 2014; REDDING et al., 2021).

Um estudo acerca da prevaléncia de C. difficile em suinos no Brasil encontrou 23,3%
dos leitdes diarreicos positivos para o agente, enquanto cerca de 10% dos animais ndo diarreicos
também apresentavam toxinas nas fezes (CRUZ JUNIOR et al., 2013). No Canada, onde a ICD
em suinos também foi investigada, C. difficile ¢ relatado como um importante agente causador
de diarreia neonatal, aparecendo como agente isolado e em coinfec¢gdo com outros agentes
(FARZAN et al., 2013).

Os leitdes acometidos comumente apresentam baixo desenvolvimento corporal, fezes
amareladas pastosas a aquosas, desidratacdo, edema de mesocolon e colite (LOBATO, 2013;
SONGER et al., 2007, SONGER; ANDERSON, 2006; SQUIRE; RILEY, 2012a; YAEGER;
FUNK; HOFFMAN, 2002). Casos de leitdes infectados, inclusive com lesdes intestinais, mas
sem diarreia ou até constipados parecem comuns, levando a conclusdo de que a doenga pode
ser subclinica nessa espécie (CRUZ JUNIOR et al., 2013; SONGER; ANDERSON, 2006;
YAEGER; FUNK; HOFFMAN, 2002). Também podem ocorrer hidrotorax, desconforto
respiratorio, edema escrotal e morte subita (KEEL; SONGER, 2006; SILVA; GUEDES;
LOBATO, 2012).

Estudos demonstram que, conforme o leitdo se desenvolve, sua microbiota vai se
tornando mais diversificada e competitiva, o que justifica a redugdo da colonizagdo por C.

difficile nesses animais (PROCTOR et al., 2021; SQUIRE; RILEY, 2012a).
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2.5 Diagnostico

O diagnostico da ICD pode ser realizado através da detecgdo de isolados toxigénicos
(por cultura toxigénica ou técnicas moleculares) ou de toxinas nas amostras de fezes. A cultura
toxigénica consiste no isolamento microbioldgico de C. difficile em meio seletivo, seguido pela
detecgdo de genes que codificam as toxinas A e B (CARVALHO et al., 2022; GATEAU et al.,
2018; PLANCHE; WILCOX, 2011). Para melhorar a recuperagao de C. difficile nas amostras,
pode ser realizado choque térmico ou alcoolico, a fim de selecionar os esporos do agente antes
do cultivo em agar (PLANCHE; WILCOX, 2011). As limitacdes dessa técnica envolvem a
necessidade de equipamentos especializados e demora nos resultados (CROBACH et al., 2016;
MCDONALD et al., 2018). Outra op¢ao para o diagndstico de C. difficile é a utilizacao de kits
comerciais para a amplificacdo de acidos nucleicos (NAAT, do inglés nucleic acid
amplification tests), para detec¢do de genes das toxinas A, B e binaria (CARVALHO et al.,
2022; CROBACH et al., 2016). Esses testes sao altamente sensiveis mas de especificidade
variada; além disso, os custos elevados impedem sua utilizacdo na rotina de diagnostico em
varios locais, incluindo no Brasil (CARROLL; MIZUSAWA, 2020; RAMOS et al., 2020).

O diagndstico de C. difficile pode ser realizado a partir da deteccdo da enzima
glutamato-desidrogenase (GDH), produzida por todas as estirpes de C. difficile (CROBACH et
al., 2016; MCDONALD et al., 2018). Sua detecgdo se da através de ensaio imunoenzimatico
(ELISA), ou teste rapido (imunocromatografia lateral). Em seres humanos e suinos, esses
devem ser utilizados para triagem, ja que as formas toxigénicas e ndo-toxigénicas do agente,
relativamente comuns nessas espécies, produzem essa enzima (CANCADO et al., 2018bj;
GATEAU et al., 2018; RAMOS et al., 2020; WILKINS; LYERLY, 2003). Assim, ap6s um
resultado positivo para GDH, a amostra deve ser submetida a um teste de deteccio de toxina
(ARIMOTO et al., 2016; MCDONALD et al., 2018).

A deteccao de toxinas pode ser realizada através de ELISA, teste rapido e ensaio de
neutralizacao da citotoxicidade celular (CCNA, do inglés cell cytotoxicity neutralization assay).
Em suinos, a utilizacdo de ELISA e testes rapidos para deteccdo das toxinas A e B parece ter
baixa sensibilidade (CARVALHO et al., 2022; KEESSEN et al., 2011; RAMOS et al., 2020;
SILVA et al., 2014b). O CCNA ¢ realizado a partir da observagdo do efeito citopatico da
amostra em determinada cultura celular, como fibroblastos, células Vero e HeLa (CROBACH
et al., 2016; KEEL; SONGER, 2006; WHITTIER et al., 1993). A neutralizacdo pode ser
realizada com antitoxinas de C. sordelli ou C. difficile (BARTLETT, 1990; DELMEE, 2001).

Apesar da alta sensibilidade e especificidade, esse teste ¢ demorado e carece de padronizacao,
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o que dificulta sua utiliza¢do na rotina laboratorial (CHOUICHA; MARKS, 2006; GATEAU
etal., 2018; MCDONALD et al., 2018).

Exames histopatologicos podem direcionar o diagndstico, através da observagdo de
lesdes como edema de mesocolon, necrose no epitélio intestinal, aumento de atividade mitotica
nas células das criptas intestinais e “lesdes vulcanicas”, caracterizadas por erosdes irregulares
na mucosa do colon, de onde exsudam fibrina e neutréfilos (CARVALHO et al., 2022;
NYBLADE et al., 2022; SONGER; UZAL, 2005; YAEGER; KINYON; SONGER, 2007).

2.6 ICD em seres humanos

De forma geral, o uso de antimicrobianos tem sido apontado como o principal fator de
risco associado a ICD em seres humanos e alguns animais. Esses compostos podem levar a uma
deplecdo da microbiota intestinal, favorecendo a coloniza¢do e proliferacdo desse agente
(MARTIN; MONAGHAN; WILCOX, 2016; PROCTOR et al., 2021). Além do fator de risco
associado ao uso de antimicrobianos, fatores relacionados ao hospedeiro (idade, presenca de
comorbidades) ou intervengdes clinicas (tempo de hospitalizagdo, uso de sonda, permanéncia
em unidade de terapia intensiva e cirurgia) sdo importantes no desenvolvimento da ICD (DE
BRUYN et al., 2016).

A idade do paciente ¢ um fator de risco associado a ocorréncia da doenga e estd
relacionada a desfechos clinicos desfavoraveis, incluindo eclevadas taxas de morbidade,
mortalidade e aumento do tempo de internagdo, bem como custos com tratamento (LAWSON
et al., 2016; LOO et al., 2005; TRINDADE; DOMINGUES; FERREIRA, 2019). A microbiota
de pacientes mais velhos parece ser menos resistente a colonizagdo por C. difficile
(BORRIELLO; WILCOX, 1998; SHIN; HIGH; WARREN, 2016; SHIN; PAWLOWSKI;
WARREN, 2021). Além disso, em pacientes idosos, a resposta imune humoral ¢ menos eficaz
(imunossenescéncia), fato associado a recorréncia da ICD; e as terapias com antimicrobianos
tendem a ser menos eficazes (FRASCA; BLOMBERG, 2011; LOUIE et al., 2013;
MCGLAUCHLEN; VOGEL, 2003). Pessoas acima dos 65 anos s3o mais propensas a terem
comorbidades e necessitarem de terapia farmacoldgica e atendimento hospitalar, aumentando a
chance de exposi¢ao a C. difficile (LOUIE et al., 2013; RAO et al., 2013; SHIN; HIGH;
WARREN, 2016). Além dos custos diretos com o tratamento do paciente € o aumento no tempo
de internacao, destacam-se ainda despesas por reducdo da capacidade produtiva dos individuos
acometidos e morte (HEIMANN et al., 2018).

Apesar da idade ser um fator de risco conhecido, estudos indicam que a ICD tem

atingido cada vez mais individuos com idade inferior a 65 anos (CENTERS FOR DISEASE
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CONTROL AND PREVENTION (CDC), 2005; KHANNA; PARDI, 2010). Ainda, tem
chamado a atencdo a ocorréncia de casos comunitarios da doenga, em que ndo ha histérico de
hospitalizagao do paciente nas 12 semanas anteriores ao aparecimento dos sintomas; ou aqueles
em que o inicio de sintomas for observado menos de 48 horas apds internacao hospitalar (LIM;
KNIGHT; RILEY, 2020; MCDONALD et al., 2007). Acredita-se que essa mudanga na
epidemiologia da doenga se deve ao contato com portadores assintomaticos ou reservatorios
ambientais alternativos, como alimentos de origem animal e vegetal, agua, solo, superficies e
contato com animais de companhia ou de producdo (KNETSCH et al., 2014; LIM; KNIGHT;
RILEY, 2020; RODRIGUEZ-PALLARES et al., 2022; SQUIRE; RILEY, 2012b). O uso de
cefalosporinas nas medicinas humana e veterinaria é apontado como impulsionador da
colonizacgdo por C. difficile em animais de produc¢ado e disseminagao dos esporos pelo ambiente,
resultando em aumento de casos comunitarios de ICD (KNIGHT; RILEY, 2019).

A similaridade entre isolados de seres humanos e animais indica a possibilidade de
transmissdo zoonotica e/ou antropozoonoética (DIAB; UZAL; SONGER, 2016; FREEMAN et
al., 2010; MARTIN; MONAGHAN; WILCOX, 2016; WEESE, 2020). O contato direto ou
indireto com animais ¢ apontado como uma das possiveis explicagdes para a ocorréncia de
casos comunitarios de I[CD (DUMYATI et al., 2012; HENSGENS et al., 2012; METCALF et
al.,, 2011). Sob esse aspecto, a transmissao do agente entre animais e seres humanos ja foi
relatada; entretanto, ¢ dificil estabelecer se essa observagao se deve ao contato direto ou a alta
carga de contaminacdo ambiental, comum em locais onde ha um individuo portador de C.
difficile (KEESSEN et al., 2013; KNETSCH et al., 2014; OTTEN et al., 2010; RODRIGUEZ-
PALLARES et al., 2022).

As opgoes de tratamento para ICD em humanos sao limitadas. Atualmente, a ICD ¢
tratada principalmente com vancomicina e fidaxomicina em varios paises (LACHOWICZ et
al., 2020; OFORI et al., 2018). Especificamente no Brasil, o tratamento com metronidazol
permanece como a opg¢ao principal, enquanto a fidaxomicina, apesar de aprovada para uso, nao
¢ comercializada no pais (ALVES et al., 2022). O metronidazol j4 foi indicado como a primeira
escolha para o tratamento de casos leves a moderados, por seu baixo custo e sucesso no desfecho
clinico; entretanto, essa recomendacdo tem caido em desuso devido a consideravel taxa de
recorréncia em pacientes tratados com esse antimicrobiano (KELLY et al., 2021; MOURA et
al., 2013; SHANE et al., 2017). Um estudo recente relacionou o gene nimB de C. difficile com
a resisténcia ao metronidazol, apontando esse fator como um dos responsaveis pelo aumento de
ICD causada por cepas epidémicas, resistentes a esse e outros antimicrobianos, como

fluoroquinolonas (OLAITAN et al., 2023).
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Em relagdo a vancomicina, os relatos de cepas resistentes tém crescido desde 2012,
periodo onde o uso desse antimicrobiano foi intensificado em todo o mundo (MCDONALD et
al., 2018; SAHA et al., 2019; ZAR et al., 2007). Esse antimicrobiano também induz a formagao
de biofilme que, como mencionado, ¢ um dos fatores de viruléncia de C. difficile (O’GRADY;
KNIGHT; RILEY, 2021). Além disso, o uso de vancomicina gera preocupac¢ao devido a selecao
de outros microrganismos resistentes, como aqueles do género Enterococcus (DUBIN et al.,
2019). Ja a fidaxomicina tem como principal limitagao o custo elevado (HEIMANN et al., 2015;
RAO; MALANI, 2020).

Na medicina veterinaria, o uso de vancomicina deve ser uma alternativa apenas quando
o tratamento com metronidazol ndo for satisfatorio (KEESSEN; GAASTRA; LIPMAN, 2011).
Assim, o tratamento dos casos recorrentes em animais ¢ limitado (DINIZ et al., 2021). Vale

salientar que, em muitos paises, o uso da vancomicina ¢ proibido em animais.

2.7 Controle e prevengao

As medidas de controle do agente sdo dificultadas pela formagdo de esporos, que
possibilita a bactéria permanecer viavel nos mais diversos ambientes por longos periodos
(CZEPIEL et al., 2019). A descontaminacdo do ambiente com cloro ativo e a higienizagdo das
maos com dgua e sabao sdo recomendadas para reduzir a presenca desse patdgeno no ambiente
(DINLEYICI; VANDENPLAS, 2019; LOBATO, 2013; SONGER; UZAL, 2005). A utilizagado
de alcool para antissepsia ndo ¢ eficaz contra C. difficile, ja que os esporos sdo resistentes a sua
acdo (VONBERG et al., 2008). Individuos com quadro clinico de ICD eliminam uma grande
quantidade de esporos, importantes na dissemina¢do da doenca; assim, a restricdo de contato
com esses pacientes pode ser adotada, a fim de reduzir a exposi¢do de individuos sadios
(BARBUT, 2015; WILCOX et al., 2003). O diagnostico precoce e tratamento desses individuos
auxiliam na interrupcao da dissemina¢do ambiental (BARBUT, 2015; VONBERG et al., 2008).
O uso criterioso de antimicrobianos € importante para reduzir o nimero de pacientes suscetiveis
a ICD (DELLIT et al., 2007; DINLEYICI; VANDENPLAS, 2019; REBMANN; CARRICO,
2011).

A colonizagao por C. difficile no intestino de leitdes neonatos ocorre nas primeiras horas
de vida (HOPMAN et al., 2011). Assim, promover uma maior diversidade na microbiota
intestinal desses animais pode oferecer protecdo contra C. difficile por exclusdo competitiva do
agente (ARRUDA et al., 2016; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2019; SHIM et al., 1998). O uso
de probiodticos ¢ alvo de diversos estudos visando a prevengao da ICD, entretanto, ndo ha um

consenso sobre os reais efeitos da sua utilizagdo em ensaios clinicos (BARBOSA et al., 2023;
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LEFFLER; LAMONT, 2015; VERNAYA; MCADAM; HAMPTON, 2017). Estudos sugerem
que a administracdo de cepas ndo-toxigénicas em espécies animais impede a eliminacdo de
toxinas A/B e reduz a presenga de cepas toxigé€nicas nas fezes (MERRIGAN et al., 2003;
NAGARO etal., 2013; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2019). Além disso, a administragdo de cepas
ndo-toxigénicas parece reduzir as taxas de ICD e recorréncia em humanos (ETIFA et al., 2023;
GERDING et al., 2015; GERDING; SAMBOL; JOHNSON, 2018).

Em suinos, o tratamento ndo ¢ usual, devido a quantidade de animais que pode ser
acometida, elevando os custos com a medicacdo e manejo (KEESSEN; GAASTRA; LIPMAN,
2011). Dessa forma, a utilizagdo de métodos imunoprofilaticos deve ser uma alternativa na

prevencao a ocorréncia da doenga (LOBATO, 2013; SONGER; UZAL, 2005).

2.8 Importancia da resposta humoral

Em seres humanos, a resposta humoral tem papel importante no curso da doenga, onde
individuos com elevada producdo de anticorpos IgG tendem a ser assintomaticos ou apresentar
quadros mais brandos, além de terem menor incidéncia de recorréncia apos o tratamento
(CZEPIEL et al., 2019; KELLY; KYNE, 2011; KYNE et al., 2001; LEAV et al,, 2010). A
utilizacdo de anticorpos monoclonais anti-TcdB em seres humanos evita a recorréncia de ICD
(DE BRUYN et al., 2016). Um desses compostos, conhecido como Bezlotoxumab, reduz ainda
mais a recorréncia de ICD quando administrado com o anticorpo monoclonal anti-TcdA,
conhecido como Actoxumab (CHAI; LEE, 2018; DANZ et al., 2020). Em leitdes, a protecao
contra ICD também se demonstrou eficaz com a utilizag¢do de anticorpos monoclonais humanos
e colostro bovino hiperimune contra as toxinas de C. difficile (COHEN et al., 2014;
SPONSELLER et al., 2014; STEELE et al., 2013a, 2013b).

Essas observacdes indicam que uma vacina com toxoide de C. difficile poderia prevenir
ou reduzir a ocorréncia de ICD. As toxinas clostridiais purificadas sao altamente imunogénicas
(LEWIS, 2011). Nesse contexto, alguns estudos foram desenvolvidos a fim de produzir um
imunizante eficaz para usos nas medicinas humana e veterinaria. Em 2021 foi publicado um
estudo de fase 3, financiado pela empresa de produtos farmacéuticos Sanofi Pasteur, avaliando
a eficacia de uma vacina composta por toxinas de C. difficile inativadas com formalina. Esse
imunizante induziu a producdo de anticorpos neutralizantes em hamsters e seres humanos,
resultado comprovado através de ensaio imunoenzimatico e neutralizacdo de toxina in vitro;
entretanto, a ocorréncia de ICD entre os grupos controle e vacinado foi semelhante, e os estudos

foram descontinuados (DE BRUYN et al., 2021; QUEMENEUR et al., 2018).
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Em um estudo de fase 2 financiado pela empresa farmacéutica Pfizer, Remich e
colaboradores (2023) demonstraram a seguran¢a ¢ imunogenicidade de uma vacina com
toxoides de C. difficile administrada em adultos com idade entre 65 e 85 anos, e persisténcia de
anticorpos acima do nivel basal por até 48 meses apds a ultima imunizagao (REMICH et al.,
2023). Além de toxinas, alguns estudos tentaram induzir a resposta imune contra C. difficile
utilizando outros antigenos do agente, como flagelos e proteinas da camada S de superficie. A
imunizagdo ativa de camundongos com um antigeno recombinante contendo fragmentos das
proteinas de liga¢ao F1iC e FliD de C. difficile e a administragdo de soro hiperimune contra os
mesmos antigenos parece induzir resposta imunoldgica, protegendo os animais da ICD e
reduzindo a quantidade de esporos ¢ toxinas eliminados nas fezes (WANG et al., 2023). As
proteinas da camada S de superficie desempenham papel critico na ICD, atuando na ligagdo as
células epiteliais do intestino, promovendo ruptura de jungdes celulares e induzindo forte
resposta imune (CHANDRA et al.,, 2023). Isso a torna um alvo interessante para o
desenvolvimento de uma vacina contra ICD (SHIRVAN; AITKEN, 2016).

Uma vacina recombinante, composta por fragmentos de dominios de ligagao de TcdA e
TcdB induziu resposta humoral em camundongos e conferiu protegdo significativa contra os
sinais clinicos da ICD, indicando que esse € um alvo possivel no desenvolvimento de
imunizantes (LUO et al., 2019). A empresa farmacéutica Valneva avaliou, em estudo de fase 1,
a eficdcia de uma proteina recombinante contendo dominios de liga¢do das toxinas A e B de C.
difficile, que demonstrou alta imunogenicidade e elevada indug¢do de anticorpos contra ambas
as toxinas (BEZAY et al., 2016). Apesar dos resultados promissores na fase 2, o estudo foi
descontinuado (CHAI; LEE, 2018). Outro imunizante estd em fase inicial de estudo e envolve
o antigeno flagelar F2 recombinante (GSK Farmacéutica) (COSTANZO; ROVIELLO, 2023;
GONZALES-LUNA; CARLSON; GAREY, 2023; STEVENSON; MINTON; KUEHNE,
2015). Métodos computacionais ja foram utilizados com o objetivo de desenvolver uma vacina
com duas proteinas-alvo: CdeC, que afetaria a germinagao de esporos de C. difficile, reduzindo
o numero de portadores assintomaticos e evitando a colonizagdo dos individuos; e fliD, que

afetaria a colonizagdo pelas formas vegetativas do agente (TAN et al., 2022).

2.9 Primeira vacina contra C. difficile em suinos

No ano de 2021, a primeira vacina contra C. difficile em suinos foi disponibilizada no
mercado, contendo as toxinas A e B inativadas, além de toxoide alfa de Clostridium perfringens
tipo A. O imunizante ¢ destinado a fémeas suinas gestantes, a fim de prevenir diarreia neonatal

por C. difficile, através da imunizacdo passiva via colostro. Um estudo clinico de fase I,
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conduzido pelo fabricante, relatou que leitdes neonatos imunizados passivamente sobreviveram
ao desafio com C. difficile, enquanto o grupo controle apresentou mortalidade de 100% (dados
nao publicados). Além de prevenir a morte por ICD, a vacina demonstrou reduzir os sinais
clinicos associados a infeccdo, como diarreia ¢ lesOes intestinais. Entretanto, ndo existem
estudos publicados avaliando a presenca de anticorpos em fé€meas suinas ativamente

imunizadas, nem aqueles circulantes em neonatos ap6s a ingestao do colostro.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar os niveis de anticorpos séricos em matrizes suinas e leitdes neonatos apds a

ingestdo de colostro de fémeas imunizadas com a vacina comercial contra C. difficile.

3.2 Objetivos especificos
I - Imunizar fémeas suinas gestantes com duas doses da vacina;
IT - Avaliar a presenga de anticorpos anti-TcdA e anti-TcdB no soro de suinos

imunizados ativamente e passivamente.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Imunizagao de matrizes suinas

A realizacao da fase de estudos com suinos ocorreu em uma granja comercial, localizada
no municipio de Ponte Nova (MG). Antes da realiza¢ao do estudo, os animais da propriedade
foram testados, com resultado negativo, para a presenca de C. difficile e toxinas TcdA e TcdB.
As matrizes foram acondicionadas em gaiolas individuais, onde recebiam ragdo correspondente
a fase gestacional e agua ad libidum. Segundo o célculo amostral (CHARAN; KANTHARIA,
2013; SAMPALIOQ, 2015), foram utilizados dois grupos experimentais: controle e vacinado, com
6 e 12 animais, respectivamente. O grupo vacinado recebeu duas doses da vacina Suiseng Diff
A®, contendo os toxoides A e B de C. difficile, as seis e trés semanas anteriores ao parto (TO e
T1, respectivamente), conforme indicagdo do fabricante, por via intramuscular (IM). O grupo
controle foi imunizado com a vacina Suiseng®, composta por fatores de adesao e enterotoxoide
de Escherichia coli, além dos toxoides de Clostridium perfringens tipo C e Clostridium novyi
tipo B, seguindo o mesmo cronograma do grupo vacinado com o toxoide de C. difficile. Ambas
as vacinas estavam sendo introduzidas no manejo da granja no momento do experimento.
Assim, todos os animais receberam as duas aplica¢des, com excecdo daqueles presentes no
grupo controle, que foram imunizados apenas com a vacina sem toxoides de C. difficile.
Anteriormente a cada uma das inoculagdes, 5 mL do sangue de cada animal foi coletado através
da veia jugular, a fim de acompanhar a produg¢do de anticorpos ao longo do tempo

(SALVARANI et al., 2013) (Figura 2).
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Figura 2: Representacdo grafica do esquema de vacinagdo e coleta de soro de suinos, para
deteccao e titulacdo de anticorpos anti-fragmentos recombinantes das toxinas A ¢ B de C.
difficile. (Criado com BioRender® https://www.biorender.com/)

4.2 Avaliagdo da transmissdo passiva de anticorpos para leitdes neonatos

Entre 24 e 48 horas ap6s o nascimento, foram selecionados aleatoriamente seis leitdes

de cada matriz para coleta de 1 mL sangue, através da veia jugular, para obtengdo de soro

(SALVARANI et al., 2013). Também foi coletado sangue das matrizes (T2) (Figura 3). Todas

as amostras individuais de sangue foram armazenadas em tubos estéreis acondicionados em

caixa de isopor contendo gelo reciclavel até o momento da centrifugacdo e armazenamento do

soro, realizados no Laboratorio de Bacterioses e Pesquisa da Escola de Veterinaria da
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Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). O presente estudo foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFMG), com o niimero de protocolo 184/2022.

Figura 3: Coleta de sangue, pela veia jugular, de porcas vacinadas e leitdes recém-nascidos,
para obtencao de soro. Local: Granja comercial (Ponte Nova, MG). Fonte: Arquivo pessoal.

4.3 Ensaios imunoenzimaticos (ELISA)

Os ensaios imunoenzimaticos foram realizados no Laboratério de Imunologia e
Genomica de Parasitos (LIGP), do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Minas Gerais (ICB-UFMQG). As proteinas recombinantes TcdA (57 kDa) e TcdB (32 kDa)
foram produzidas em um estudo anterior, a partir de sequéncias de aminoacidos
imunodominantes presentes em fragmentos da por¢do C-terminal (regido CROP) das toxinas A
e B (estirpe VPI10463 / CD630) e produzidos em Escherichia coli Arctic Express (DE3)
(RAMOS, 2023). Essas proteinas ja foram empregadas na titulacdo de anticorpos em animais

(coelhos e suinos) vacinados.
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As amostras de soro de todos os animais foram submetidas a ensaios imunoenzimaticos
para a detec¢do de anticorpos anti-TcdA e anti-TcdB. Placas de fundo chato com 96 pocos em
poliestireno (Maxisorp, ThermoFisher, EUA) foram revestidas com 0,25 ug/pogo da proteina
recombinate de TcdA ou 0,5 pg/pogo de TedB. O bloqueio foi realizado com 200 pl/pogo de
PBS 1x com 5% de albumina bovina (BSA). Em seguida, foram aplicados 100 pL/pogo de soro
na diluicdo de 1:400. A dilui¢do dos soros foi realizada em PBS 1x contendo 2,5% de BSA.

ApoOs incubagao, foram adicionados 100 uL/pogo de solugdao de ureia a 4M por um
minuto, seguida de lavagem. Posteriormente foram adicionadas imunoglobulinas anti-IgG de
suinos conjugadas a peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA) na dilui¢do de 1:10.000. A revelagao
dos anticorpos conjugados ocorreu com a adig¢ao de 0,05% de dicloridrato de o-fenilenodiamina
(OPD) e 0,1% de peroxido de hidrogénio (H202) em tampao citrato fosfato (0,1M de citrato e
0,2M de fosfato). A mensura¢do da densidade optica (DO) foi realizada em um leitor de

microplacas (Thoth 6800) a 492 nm (ROBERTS et al., 2012).

4.4 Anélises estatisticas

As andlises estatisticas e os graficos foram gerados com o programa GraphPad 9.0. A
homoscedasticidade e normalidade dos dados referentes aos titulos de anticorpos frente as
proteinas recombinantes TcdA e TcdB foram avaliadas com os testes F e Shapiro-Wilks,
respectivamente. Em situacdes de distribui¢do normal de dados, foram utilizados ANOVA de
medidas repetidas (dados longitudinais pareados) e pos-teste de Tuckey; e teste T ndo pareado
(comparagdo entre grupos controle e vacinado). Na auséncia de normalidade, mesmo apds
transformagao, foram utilizados o teste de Mann Whitney (comparagdo entre grupos) e teste de
Friedman e pos-teste de Dunn (dados longitudinais pareados). Diferengas entre os resultados

foram consideradas significativas quando o valor de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

A vacina em estudo induziu a formacao de anticorpos IgG em matrizes suinas apos a
primeira dose (T1) frente aos antigenos TcdA e TcdB recombinantes (médias de densidade
optica [DO] de 2,12+0,65 e 1,69+0,5, respectivamente) (Figura 4). Ap6s a segunda dose (T2)
as médias para os antigenos A e B foram 2,11+0,65 e 1,85+0,44, respectivamente. A estimativa
da quantificacdo de anticorpos em T1 e T2 foi estatisticamente superior aquela apresentada
antes da primeira dose (T0), com média de 0,65+0,63 frente ao antigeno TcdA e 0,9+0,53 frente

ao antigeno TcdB.
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Figura 4: Absorbancia (DO 492 nm) de IgG anti-TcdA (4.a) e anti-TcdB recombinantes (4.b)
do grupo de matrizes suinas imunizadas com a vacina contendo toxoides A e B de C. difficile,
avaliados por ELISA indireto. TO: Tempo de coleta anterior a 1? dose de vacina; T1: Tempo de
coleta anterior a 2 dose de vacina; T2: Tempo de coleta 24 horas apds o parto. *: Diferengas
significativas entre diferentes tempos pelo teste de Friedman (figura 4.a). ou ANOVA (figura
4.b) (p £0,01); ns: sem diferenca significativa.

No grupo controle, os niveis de anticorpos ndo apresentaram diferenga estatistica ao

longo do tempo frente a ambos os antigenos (Figura 5).
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Figura 5: Absorbancia (DO 492 nm) de IgG anti-TcdA (5.a) e anti-TcdB recombinantes (5.b)
do grupo controle, composto por matrizes suinas imunizadas com a vacina sem toxoides A ¢ B
de C. difficile, avaliados por ELISA indireto. TO: Tempo de coleta anterior a 1* dose de vacina;
T1: Tempo de coleta anterior a 2* dose de vacina; T2: Tempo de coleta 24 horas ap6s o parto.

ns: sem diferenga significativa pelo teste ANOVA (p <0,01).

Em relacdo a resposta apresentada pelos diferentes grupos apds a segunda dose, foi

observada elevada produgao de IgG frente aos antigenos A (figura 6.a) e B (figura 6.b) no grupo

vacinado, estatisticamente superior a resposta observada no grupo controle.
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Figura 6: Comparacdo de absorbancias (DO 492 nm) de IgG anti-TcdA (6.a) e anti-TcdB
recombinantes (6.b) do grupo de matrizes suinas imunizadas com a vacina contendo os toxoides
A e B de C. difficile e do grupo controle no T2, avaliados por ELISA indireto. *: Diferengas
significativas entre diferentes grupos pelo teste T ndo pareado (p <0,01).

Entre os leitdes, similar ao observado nos grupos de matrizes, aqueles passivamente
imunizados via colostro apresentaram niveis superiores de IgG frente aos antigenos A (média

de 2,89+0,69) e B (2,62+0,6), quando comparados com leitdes amamentados por matrizes do

grupo controle (média de 0,88+0,55 para TcdA e 1,95+0,54 para TcdB).
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Figura 7: Comparagdo de absorbancias (DO 492 nm) de IgG anti-TcdA (7.a) e anti-TcdB
recombinantes (7.b) entre os grupos de leitdes, avaliados por ELISA indireto. *: Diferencas
significativas entre diferentes grupos pelo teste de Mann Whitney (figura 7.a). ou teste T ndo

pareado (figura 7.b) (p < 0,01).
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6 DISCUSSAO

A ICD ¢ uma das principais causas de diarreia neonatal em suinos, levando a perdas
econOmicas relacionadas ao baixo desenvolvimento corporal, que diminui a produtividade no
lote acometido (DIAB; UZAL; SONGER, 2016; OLIVEIRA JUNIOR, 2019). A presenca desse
agente em suinos ¢é, ainda, uma questdo de saude publica, uma vez que a transmissdo de C.
difficile entre seres humanos e animais ja foi relatada, além de possibilitar a disseminacao de
genes de resisténcia a antimicrobianos entre as diferentes espécies (DEBAST et al., 2009;
KEESSEN et al., 2013; KNETSCH et al., 2014; REDDING et al., 2021). A prevaléncia de C.
difficile em suinos varia entre 3,4% a 92% em paises da Asia, Europa e América, evidenciando
a alta disseminacdo do agente entre criagdes de suinos e sua importancia na saude publica
(MONTEAGUDO et al., 2022; NOREN; JOHANSSON; UNEMO, 2014; PUTSATHIT et al.,
2019; SCHNEEBERG et al., 2013; SPIGAGLIA et al., 2023; UZAL et al., 2023; WEESE et
al., 2011).

De modo geral, suinos nao sao tratados contra a ICD devido a quantidade de animais
que pode ser acometida, elevando os custos com medica¢do e manejo (KEESSEN; GAASTRA;
LIPMAN, 2011). As medidas de controle do agente sdo dificultadas pela forma¢ao de esporos;
assim, o desenvolvimento de uma vacina pode auxiliar na preven¢do a ocorréncia da doenca
(CZEPIEL et al., 2019; LOBATO, 2013; SONGER; UZAL, 2005). Nesse contexto, varios
estudos foram desenvolvidos nos ultimos anos, a fim de produzir um imunizante eficaz para
usos nas medicinas humana e veterinaria. A resposta humoral tem papel importante no curso
da doenga, onde individuos com elevada producdo de anticorpos IgG tendem a ser
assintomaticos ou apresentar quadros mais brandos, além de terem menor taxa de recorréncia
(CZEPIEL et al., 2019; KELLY; KYNE, 2011; KYNE et al., 2001; LEAV et al., 2010). Em
seres humanos, a prevenc¢do da ICD ainda ¢ um desafio, j& que a maioria dos estudos de vacinas
até o momento foi encerrado durante as fases de analise clinica.

O desenvolvimento de vacinas contra C. difficile ¢ desafiador e envolve testes em
animais (AMINZADEH et al., 2020; ANOSOVA et al., 2013). Nesse contexto, hamsters
(Mesocricetus auratus) sdo a espécie mais utilizada em testes iniciais de possiveis imunogenos
(BEST; FREEMAN; WILCOX, 2012; WANG et al., 2015). Entretanto, a infeccdo nesses
animais € potencialmente fatal quando a imunidade vacinal ¢ insuficiente para impedir a
ocorréncia da doenca ou quando os animais se encontram em grupos ndo-vacinados (BEST;
FREEMAN; WILCOX, 2012; DONALD et al., 2013; GIANNASCA et al., 1999; SIDDIQUI
et al., 2012). Devido a alta suscetibilidade dessa espécie a infecg¢do por C. difficile, o quadro

clinico apresentado por esses animais envolve sinais hiperagudos como diarreia grave e morte



36

em poucos dias, o que limita a comparagdo com o quadro apresentado por seres humanos
(STEELE et al., 2010).

Em suinos, o quadro clinico apresentado ¢ semelhante aquele observado em seres
humanos, o que levou a utilizagao de leitdes como um modelo animal possivel para o estudo de
ICD aguda ou cronica (NYBLADE et al., 2022; STEELE et al., 2010). Assim, esses animais
podem ser utilizados no desenvolvimento de vacinas, oferecendo respostas importantes
relacionadas a sinais clinicos, lesdes patoldgicas, resposta imune e colonizacdo bacteriana
(STEELE et al., 2010, 2013a). Em leitdes, a prote¢dao contra ICD se demonstrou eficaz com a
utilizagdo de anticorpos monoclonais humanos e colostro bovino hiperimune contra as toxinas
de C. difficile (COHEN et al., 2014; SPONSELLER et al., 2014; STEELE et al., 2013a, 2013Db).
Nessa espécie, a protecdo ¢ necessaria durante a primeira semana de vida, quando a microbiota
estd em formacdo, sendo incapaz de inibir a colonizacdo por C. difficile (LOBATO, 2013;
PROCTOR et al., 2021; WEESE, 2020). Estudos desenvolvidos nessa espécie, avaliando a
prote¢do contra ICD, indicam que a imunizagdo passiva tem efeito na protecao contra a doenga,
levando a preven¢ao da doenga ou a manifestagdes clinicas mais brandas (COHEN et al., 2014;
SPONSELLER et al., 2014; STEELE et al., 2013a, 2013b).

No presente trabalho, realizou-se a deteccao de IgG, em animais ativamente e passivamente
imunizados, por ELISA. Apesar de ndo fornecer informagdes acerca da capacidade
neutralizantes dos anticorpos, essa técnica permite avaliar a imunogenicidade da vacina,
especificamente a producdo de IgG no teste padronizado (ABBAS et al., 2015). O ELISA
permite ainda a avaliagdo de um grande niimero de amostras em um periodo curto de tempo

(CROWTHER, 2001).

No presente estudo, os animais do grupo controle ndo apresentaram diferengas na produgao
de anticorpos ao longo do tempo, confirmando a auséncia de estimulo para producao de IgG
anti-TcdA e TcdB. A presenga de anticorpos anti-TcdA e anti-TcdB anteriores a primeira
vacinag¢do pode indicar o contato prévio dos animais com C. difficile. Sabe-se que esse agente
encontra disseminado no ambiente na forma de esporos, o que possibilita a coloniza¢do de
animais adultos, que nao apresentam quadro clinico de ICD, mas podem apresentar resposta
humoral contra o patéogeno (LOBATO, 2013; PROCTOR et al., 2021; SQUIRE; RILEY,
2012a; UZAL et al., 2023). Esses anticorpos podem ser transmitidos aos leitdes através do
colostro, o que justificaria a presen¢a de imunoglobulinas nos leitdes do grupo controle, ainda
que estatisticamente inferiores aos niveis de IgG apresentados pelo grupo vacinado (ABBAS et

al.,2015; RICHARD et al., 2019b). Ha ainda a possibilidade de ocorrerem reagdes inespecificas
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durante a execuc¢do do ELISA indireto, o que pode superestimar a quantificagdo de IgG nas

amostras (GUVEN et al., 2014; MORITZ et al., 2019; TERATO et al., 2016).

Ja no grupo vacinado, apds a primeira dose, foi observada resposta humoral contra as
toxinas de C. difficile. A resposta humoral priméria, produzida a partir da ativagdo de células B
frente ao antigeno proteico vacinal, ¢ importante para potencializar a resposta secundaria,
observada apds a aplicacdo da segunda dose da vacina (ABBAS et al., 2015). Nesse contexto,
¢ importante lembrar que a resposta de células B ¢ fundamental no prognostico dos pacientes
com quadro de ICD, j& que a presenga de anticorpos séricos ¢ associada a quadros mais leves e
menores taxas de recorréncia (KYNE et al., 2001; NAZ; PETRI, 2023; SHAH et al., 2020). J&
em suinos, estudos demonstraram que a presenca de anticorpos contra as toxinas TcdA e TcdB
protege os animais contra ICD; entretanto, esses resultados foram obtidos utilizando anticorpos
monoclonais humanos e colostro bovino hiperimune (COHEN et al., 2014; SPONSELLER et
al., 2014; STEELE et al., 2013a, 2013b).

O esquema de vacina¢do influencia os niveis de anticorpos circulantes no sangue e no
colostro das fémeas, tendo impacto direto na protecdo dos leitdes (MATISHECK;
MCGINLEY, 1986; RICHARD et al., 2019b). No caso da ICD, que atinge leitdes na primeira
semana de vida, a transferéncia passiva de anticorpos ¢ um caminho possivel para a protecao
dos neonatos, ja que a transferéncia de anticorpos maternos ¢ a melhor forma de prevenir
infec¢des nessa fase inicial (DE ARRIBA et al., 2002; PARK et al., 2018; SONGER, 2010).
No presente estudo, os titulos de anticorpos foram mantidos ap6ds a segunda dose da vacina,
garantindo a presenca de IgG circulante nas matrizes gestantes no periodo periparto. Esse
resultado ¢ altamente desejavel, pois a elevada concentragdo de anticorpos circulantes nas
fémeas nesse periodo aumenta a chance de mobilizagdo desses para o colostro, potencializando
a transferéncia para os leitdes. Ainda, sabe-se que a aplicagdo de dose de refor¢o em um
protocolo de imunizagdo baseado em toxoides ¢ essencial para aumentar o nivel de anticorpos
presentes no colostro e proporcionar melhor protecdo materna a prole (MOXLEY; OLSON,

1989; ODENDAAL et al., 1988; YANG et al., 2021).

A proximidade entre os niveis de IgG circulantes nos leitdes (média de 2,89+0,69 frente ao
antigeno A e 2,62+0,6 frente ao antigeno B) e nas porcas (médias para TcdA e TcdB de
2,11+£0,65 e 1,85+0,44, respectivamente) indica que houve relevante mobilizagdo desses
anticorpos e transferéncia via colostro aos neonatos. Estudos anteriores ja demonstraram que
os niveis de anticorpos em matrizes € neonatos estdo fortemente associados (CABRERA et al.,

2012; MACHADO-NETO; GRAVES; CURTIS, 1987; MACIAG et al., 2022; TIZARD, 2017).
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A ingestdo e absor¢do dessas imunoglobulinas nas primeiras horas de vida conferem protecao
no limen intestinal e sistémica, evitando ou reduzindo a ocorréncia de doencas (ABBAS et al.,

2015).

Foi observada uma menor resposta humoral frente ao antigeno B (1,84+0,44), quando
comparado ao antigeno A (2,11+0,49), ap6s a aplicacdo das duas doses da vacina, similar a
trabalhos anteriores que sugerem que TcdA ¢ mais imunogénica que TcdB (GHOSE et al.,
2013; LUO et al., 2019; TIAN et al., 2012). A presenga de anticorpos IgG na coleta anterior a
aplica¢do da primeira dose da vacina (TO) sugere ainda o contato prévio dos animais com o
agente, tendo em vista que C. difficile encontra-se disseminado na forma de esporos. Outra
hipdtese ¢ a presenca de antigenos de E. coli nas proteinas recombinantes produzidas nessa
espécie, o que levaria a um ruido no ELISA (captacdo de anticorpos inespecificos). Devemos
salientar, porém, que apds o estimulo vacinal, o grupo controle se manteve com resposta
humoral estatisticamente inferior aquela apresentada pelos animais vacinados com os toxoides

de C. difficile, indicando a imunogenicidade da vacina

Dessa forma, € possivel sugerir que a vacina comercial testada ¢ capaz de induzir resposta
imune humoral contra os fragmentos recombinantes de TcdA e TcdB de C. difficile em fémeas
suinas imunizadas as seis e trés semanas anteriores ao parto. O protocolo de aplicacdo de duas
doses de vacina em fémeas gestantes ja ¢ conhecido e garante um aumento significativo nos
niveis de anticorpos circulantes contra toxinas bacterianas (HOGH, 1976; LEWIS, 2011;
RICHARD et al., 2019a). Além disso, os anticorpos contra essas toxinas no soro desses animais
sdo transmitidos passivamente para leitdes neonatos, através do colostro, e absorvidos pelo

epitélio intestinal (ABBAS et al., 2015; TIZARD, 2017).

Muitos estudos foram desenvolvidos com a administragdo de toxoides e outros
fragmentos de antigenos de C. difficile, além de proteinas recombinantes. Apesar da
reconhecida importancia dos anticorpos na prevencao da doenga e sucesso do tratamento em
seres humanos, nenhuma vacina para essa espécie foi aprovada, at¢é o momento. Algumas
pesquisas em andamento buscam o desenvolvimento de imunizantes contendo antigenos
flagelares recombinantes e proteinas que afetariam a capacidade de colonizagdo e germinagao
de C. difficile (COSTANZO; ROVIELLO, 2023; GONZALES-LUNA; CARLSON; GAREY,
2023; STEVENSON; MINTON; KUEHNE, 2015; TAN et al., 2022). Se bem sucedidos, esses
imunizantes podem reduzir o impacto que a ICD tem na satde dos seres humanos e nos altos

custos dispensados para o tratamento da doenga.
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O uso de cepas ndo-toxigénicas parece reduzir as taxas de ICD em leitdes, através da
colonizagdo e exclusdo competitiva das cepas toxigénicas (SONGER et al., 2007; OLIVEIRA
JUNIOR et al., 2019). Entretanto, sua administragdo deve ser feita logo apds o nascimento dos
leitdes, por via oral, antes desses animais terem contato com os esporos, comumente presentes
no ambiente. Esse cuidado implica no aumento dos custos com a mao-de-obra necessaria para

uma protegdo eficaz (OLIVEIRA JUNIOR, 2019).

O desenvolvimento de uma vacina que induz resposta humoral contra C. difficile significa
um grande avango na prevencao dessa doenga. A sua utilizagdo em suinos pode favorecer o
aumento na produtividade dos lotes, evitando perdas relacionadas ao baixo desenvolvimento
dos animais acometidos. Devido ao carater zoonoético do agente, esse imunizante também pode
auxiliar na reducdo da transmissdo do agente entre seres humanos, ja que os animais sao
apontados como reservatorios, possivelmente associados a casos comunitarios, onde os fatores
de risco classicos — hospitalizagdo, idade avancada e uso de medicamentos — ndo estdo
presentes. Além disso, uma vacina eficaz para a espécie suina pode colaborar para o
desenvolvimento de um imunizante destinado a outras espécies suscetiveis a ICD, como

equinos e seres humanos.

Entre as limitagdes desse estudo, a avaliagdo do soro dos animais através de ELISA nao
permite a verificacdo da capacidade neutralizante dos anticorpos produzidos. Apesar de
fornecer informagdes importantes acerca da imunogenicidade da vacina, ¢ necessario verificar

a atividade neutralizante dessas imunoglobulinas frente as toxinas nativas produzidas por C.

difficile.
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7 CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que a primeira vacina comercial contra C. difficile é capaz
de induzir resposta imune humoral em porcas gestantes vacinadas, possibilitando a
transferéncia passiva de anticorpos aos leitdes neonatos apds a ingestdo do colostro. Essa
descoberta revela a possibilidade de protecdo contra a ICD em leitdes, o que levaria a aumento

na produtividade dos lotes e redugdo das perdas econdmicas inerentes a doenga.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Perspectivas futuras envolvem a realizagdo de ensaio de neutralizacao em célula, utilizando
os soros dos animais imunizados ativamente e passivamente, a fim de verificar a capacidade de
neutralizacdo dos anticorpos detectados no ensaio imunoenzimatico. Para isso, também deve
ser estabelecido um protocolo de producdo de toxina nativa de C. difficile, que serd usada na
soroneutralizacdo. A eficacia da vacina também podera ser avaliada em propriedades
sabidamente positivas para C. difficile, com a vacinagao de um grupo de animais e observagao
da ocorréncia de ICD, através de sinais clinicos e lesdes macroscopicas e microscopicas
associadas. Deve-se acompanhar os niveis séricos de anticorpos em fémeas imunizadas, a fim
de se estabelecer um protocolo de imunizagdo nas gestagdes subsequentes. Ha, ainda, a
possibilidade de testar a vacina em potros, animais suscetiveis a ocorréncia de ICD quando

tratados com antimicrobianos.
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ANEXOS

Aprovagao do projeto pela CEUA/UFMG

.........

AT g
£ &":"L‘"-a
i i UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
5 =1
o o . . CEUA
-;-;J_‘.‘.;_'H,‘F:'}' COMISSAO DE ETICA MO USO DE ANIMAIS
Prezado(a):

Esta & uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanga na situagdo de uma solicitagia.

Protocole CEUA: 18472022

Titulo do projeto: Avaliagio da poténcia de uma vacing comercial para 3 prevencio da infeccio por Clostridicides (Clostridium)
difficile em suinos.

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Rodrigo Otavio Silveira Silva

Unidade: Escola de \Veterinaria

Departamento: Departamentos de Medicina Weterinaria Preventiva

Situagao atual: Decis3o Final - Aprovado
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