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RESUMO

A infecção por Clostridioides difficile (ICD) é de grande relevância em suínos neonatos, dado

principalmente  às  perdas  produtivas  e  manifestações  clínicas  associadas  às  lesões  colônicas

causadas pelos principais fatores de virulência do patógeno, as exotoxinas A (TcdA) e B (TcdB). A

necessária  aplicação  de  métodos  de  controle  e  prevenção  de  C.  difficile  e/ou  seus  fatores  de

virulência  é  potencializada  pelo  caráter  zoonótico  do  agente,  sendo  os  casos  comunitários  da

infecção  considerados  emergentes  e  em ascensão. O  agente,  que  se  encontra  disseminado  em

diversos países, incluindo o Brasil, possui o seu controle dependente principalmente de medidas

sanitárias e, atualmente, de uma vacina baseada em toxoides A e B, cujos dados de eficácia em

granjas  positivas  ainda  são  desconhecidos.  Contudo,  métodos  imunoprofiláticos  compostos  por

proteínas recombinantes, tecnologia sabidamente vantajosa para a produção industrial, ainda não

existem.   Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento de duas vacinas

recombinantes  a  partir  de  fragmentos  imunogênicos  das  toxinas  A e  B  de  C.  difficile para  a

prevenção  da  infecção  em  leitões.  A seleção  dos  fragmentos  antigênicos  para  elaboração  das

vacinas, formados pela porção C-terminal das toxinas A e B, contou com ensaios  in silico para a

avaliação da possível presença de epítopos para células B, bem como otimização dos códons para

expressão em  E. coli.  Dada a montagem do vetor  plasmideal  sintético,  clonagem em  E. coli  e

expressão das proteínas,  o estudo seguiu com a realização de testes de esterilidade, inocuidade e

potência em hamsters. Ainda, foi realizada a imunização de coelhos em três doses e utilizando-se

duas diferentes massas antigênicas de ambas as vacinas, seguido da realização de ensaios na espécie

alvo, para análise e quantificação da produção de IgG anti-TcdA e anti-TcdB por ELISA. Foram

sinterizadas duas vacinas: bivalente (AB), composta por fragmentos recombinantes de TcdA e de

TcdB; e quimera (Q), correspondente à síntese dos mesmos fragmentos em uma única proteína. As

vacinas  recombinantes  sintetizadas  apresentaram-se  estéreis  e  inócuas,  apesar  de  não  terem

protegido os  hamsters  sírios,  altamente  susceptíveis  à  infecção,  após  o  seu  desafio.  Títulos  de



anticorpos anti-TcdA e TcdB foram observadas a partir da primeira imunização dos coelhos com as

vacinas AB e Q. O platô da reatividade entre os anticorpos presentes no soro dos animais e os

antígenos foi atingido com a realização de duas doses, sendo desnecessária a aplicação de uma

terceira  dose  (p≤0,05).  Ainda,  não  foi  observado  diferenças  significativas  entre  as  massas

antigênicas presentes nas vacinas (10 e 50 µg), tampouco foi observada diferença entre as vacinas Q

e AB em coelhos (p≥0,05). Similarmente ao observado em coelhos, a presença de anticorpos anti-

TcdA e anti-TcdB foi observada nas porcas imunizadas com a primeira dose de ambas as vacinas

AB e  Q  (20  µg  cada).  A colostragem dos  leitões  neonatos  por  porcas  vacinadas  resultou  em

aquisição de imunidade passiva anti-TcdA e anti-TcdB pelos animais, em contraste com os leitões

controle (p≤0,05). A imunização de porcas com a vacina Q conferiu títulos de anticorpos anti-TcdA

e  anti-TcdB  superiores  aos  títulos  induzidos  pela  vacina  AB no  soro  dos  leitões,  sugerindo  a

superioridade  deste  composto  como  imunógeno  contra  as  toxinas  A e  B  de  C.  difficile.  Em

conclusão, o presente estudo mostrou que as proteínas recombinantes sintetizadas foram capazes de

induzir títulos de anticorpos contra as proteínas A e B de  C. difficile  em matrizes suínas, sendo

passivamente transferidos aos leitões colostrados que possivelmente tornaram-se protegidos contra

a infecção por C. difficile.

Palavras-chave: ICD; diarreia neonatal suína; resposta imune; zoonose



ABSTRACT

Clostridioides  difficile (CDI)  infection is  of  great  relevance in  newborn piglets,

mainly due to production losses and clinical disease associated with colonic lesions

caused by the main virulence factors of the pathogen, the exotoxins A (TcdA) and B

(TcdB). The application of control and prevention methods for  C. difficile and/or its

virulence factors is enhanced by the zoonotic nature of the agent, with the community

cases considered emergent and enhancing. The agent is widespread in several countries,

including  Brazil,  and  has  its  control  dependent  mainly  on  sanitary  measures  and,

currently, on a vaccine based on toxoids A and B, whose efficacy data on  C. difficile

positive farms are still unknown. However, immunoprophylactic methods composed of

recombinant proteins, known to be advantageous for industrial production, do not exist

yet.  Thus,  the  present  study  aimed  to  develop  two  recombinant  vaccines  from

immunogenic fragments of  C. difficile toxins A and B to prevent infection in piglets.

The selection of antigenic fragments for the preparation of vaccines, formed by the C-

terminal portion of toxins A and B, relied on in silico assays to evaluate the possible

presence of epitopes for B cells, as well as optimization of codons for expression in E.

coli. Given the assembly of the synthetic plasmid vector, cloning in E. coli and protein

expression,  the  study  continued  with  sterility,  harmlessness  and  potency  tests  in

hamsters. Also, rabbits were immunized in three doses using two different antigenic

masses  of  both  vaccines,  followed  by  tests  on  the  target  species,  for  analysis  and

quantification of anti-TcdA and anti-TcdB IgG production by ELISA. Two vaccines

were produced: bivalent (AB), consisting of recombinant fragments of TcdA and TcdB;

and chimera (Q),  corresponding to  the  synthesis  of  the  same fragments  in  a  single

protein. The synthesized recombinant vaccines were sterile and innocuous, despite not

having protected Syrian hamsters, highly susceptible to infection, after their challenge.



Anti-TcdA and TcdB antibody titers were observed after the first immunization of the

rabbits with AB and Q vaccines. The plateau of the reactivity between the antibodies

present in the serum of the animals and the antigens was reached with the administration

of two doses, being unnecessary the application of a third dose (p≤0.05). Furthermore,

no  significant  differences  were  observed  between  the  different  antigenic  quantity

between the vaccines (10 or 50 µg), nor was there any lack of difference between the Q

and AB vaccines (p≥0.05). Similar to what was observed in rabbits, the presence of anti-

TcdA and anti-TcdB antibodies was saw in sows immunized with the first dose of both

AB and Q vaccines (20 µg each). Colostration of newborn piglets by vaccinated sows

resulted in the acquisition of passive anti-TcdA and anti-TcdB immunity by the animals,

in  contrast  to  control  piglets  (p≤0.05).  Immunization  of  sows  with  the  Q  vaccine

conferred a higher anti-TcdA and anti-TcdB response by piglets in comparison to the AB

vaccine,  suggesting  the  superiority  of  this  compound  as  an  immunogen  against  C.

difficile toxins A and B. In conclusion, the present study showed that the synthesized

recombinant  proteins  were  capable  of  inducing  antibody  titers  against  C.  difficile

proteins A and B in sows, being passively transferred to piglets by the colostrum that

possibly became protected against infection by C. difficile.

Keywords: CDI; swine neonatal diarrhea; immune response; zoonosis
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1. INTRODUÇÃO

Clostridioides  difficile  é  um anaeróbio  estrito  e  formador  de  esporos  com alta

resistência  e  capacidade  de  disseminação pelo  ambiente.  A infecção por  C. difficile

(ICD) é considerada uma das principais causas de colite pseudomembranosa em seres

humanos,  inicialmente  caracterizada  pelo  acometimento  de  pacientes  hospitalizados.

Dados recentes tem demonstrado, entretanto, o aumento vertiginoso da infecção pelo

agente não relacionado ao ambiente hospitalar, os chamados casos comunitários da ICD.

Os casos comunitários da infecção por C. difficile possivelmente estão atrelados, dentre

outros  fatores,  ao  contato  com  animais  infectados.  Nesse  sentido,  é  reconhecida  a

grande incidência de infecções em seres humanos no ambiente comunitário por estirpes

comumente identificadas em animais,  incluindo suínos,  como as de ribotipo RT078,

RT126 e RT014/020.

Além do  potencial  zoonótico  do  agente,  C.  difficile  é  também considerado  um

importante agente etiológico da diarreia neonatal suína e está associado principalmente

à  redução  no  ganho  de  peso  dos  animais.  Colite  e  edema  de  mesocólon  são

frequentemente  detectadas  em  suínos  infectados,  em  consequência  das  lesões

provocadas pelos principais fatores de virulência do agente, as toxinas A e B. No Brasil,

trabalhos  sugerem que  a  infecção  por  C.  difficile encontra-se  disseminada  entre  os

plantéis, com frequência de ocorrência de até 53,3%.

Dada a microbiota ainda em formação, importante fator de risco para a infecção por

C. difficile, os leitões infectam-se nos primeiros dias de vida, após a ingestão de esporos

presentes no ambiente e/ou eliminados pelas matrizes carreadoras do agente. Por ser um

microrganismo formador de esporos que pode se disseminar e perpetuar no ambiente

por longos períodos, a prevenção da infecção por C. difficile deve ocorrer, idealmente,
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por métodos imunoprofiláticos,  havendo atualmente uma vacina comercial  composta

por toxoides Suiseng® Diff/A (Hipra, ESP).  Estudos anteriores demonstraram que a

administração parenteral de imunoglobulinas anti-TcdA e anti-TcdB neutralizantes em

leitões gnotobióticos, desafiados por  C. difficile,  foi capaz de reduzir a ocorrência de

sinais  clínicos  severos  e  até  a  sua  mortalidade.  Ainda,  estudos  demonstraram uma

elevada imunogenicidade dos fragmentos C-terminal das toxinas A e B,  denominados

combined  repetitive  oligopeptide  (CROP)  ou  receptor  binding  domain  (RBD),

responsáveis pela ligação das toxinas a receptores presentes no epitélio intestinal. Nesse

sentido, ensaios conduzidos com a imunização de animais a partir destes fragmentos

resultaram em potente resposta protetora frente ao desafio pelo agente toxigênico.

Apesar da existência de dados relacionados à imunogenicidade e proteção conferida

pela imunização utilizando-se fragmentos situados na região C-terminal das toxinas, não

existem métodos imunoprofiláticos, compostos pela tecnologia do DNA recombinante,

para a prevenção da doença em leitões. Os métodos atualmente disponíveis no Brasil

são compostos, principalmente, por medidas sanitárias relacionadas à higienização do

ambiente.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Desenvolver  vacinas  recombinantes  a  partir  de  fragmentos  imunogênicos  das

toxinas A e B de  Clostridioides difficile para a prevenção da infecção por  C. difficile

(ICD) em leitões.

2.2. Específicos

I. Selecionar e caracterizar sequências imunogênicas contidas nas toxinas A e B

de C. difficile.

II. Gerar  clones  de  E.  coli  contendo  plasmídeos  codificadores  de  fragmentos

imunogênicos recombinantes das toxinas A e B de C. difficile.

III. Expressar  e  produzir  uma  vacina  recombinante  bivalente  e  uma  vacina

recombinante quimérica.

IV. Imunizar hamsters com as diferentes  vacinas recombinantes e  avaliar  a sua

potência por indução da infecção por C. difficile em um modelo experimental.

V. Imunizar coelhos com as diferentes vacinas recombinantes e avaliar o potencial

de produção de anticorpos anti-TcdA e anti-TcdB recombinantes.

VI. Imunizar matrizes suínas gestantes com as diferentes vacinas recombinantes e

avaliar a sua imunidade ativa e transferência passiva de anticorpos anti-TcdA e

TcdB em leitões neonatos colostrados.

1
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3. REVISÃO DE LITERATURA

3.1. Histórico do agente

Clostridioides difficile é um bastonete gram-positivo, anaeróbio estrito e formador

de esporos com alta capacidade de disseminação e resistência ao ambiente (CZEPIEL et

al., 2019). Descrito em 1935, C. difficile foi inicialmente reconhecido como componente

natural da microbiota intestinal de seres humanos neonatos (HALL; O’TOOLE, 1935).

Posteriormente, ao final da década de 1970, o agente foi associado à ocorrência de colite

e diarreia nestes hospedeiros em um quadro reconhecido como C. difficile associado a

diarreia  (CDAD),  sendo  atribuído  principalmente  à  maior  susceptibilidade  dos

indivíduos hospitalizados  (BARTLETT et al.,  1978; LYERLY; KRIVAN; WILKINS,

1988).

A infecção por C. difficile (ICD) é considerada uma das principais causas de colite

pseudomembranosa em seres humanos e responsável por até 33% das ocorrências de

diarreia associada ao uso de antibióticos (BARTLETT, 2002; CANÇADO et al., 2018).

Destaca-se o crescimento vertiginoso da diarreia de origem nosocomial provocada pelo

agente em diversos países a partir do início do século XXI, com aproximadamente um

milhão de casos e quase 30 mil mortes anuais provocadas por quadros graves da ICD

apenas  nos  Estados  Unidos  (AUGUSTYN  et  al.,  2022;  CDC,  2019;  DEPESTEL;

ARONOFF, 2013; GUH et al., 2020; LIM; KNIGHT; RILEY, 2019). Ressalta-se, ainda,

os  custos  associados  à  doença  em  unidades  de  saúde  dos  EUA,  estimados  em

aproximadamente 6 bilhões de dólares anuais (ZHANG et al., 2016).

No  Brasil,  foi  demonstrada  a  ocorrência  do  agente  em  até  31%  dos  casos

investigados  de  diarreia  nosocomial  (CANÇADO  et  al.,  2018).  Em  seu  ciclo

1
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nosocomial, a incidência da ICD em seres humanos apresentou taxas ascendentes até

meados da segunda década de 2000 (DEPESTEL; ARONOFF, 2013), momento em que

os casos comunitários da infecção passaram a ser descritos com maior frequência (CDC,

2019; DEPESTEL; ARONOFF, 2013).

A incidência crescente da ICD em seus diferentes ciclos é associada ao surgimento

de  estirpes  denominadas  hipervirulentas  ou  epidêmicas,  que  dentre  suas  principais

características,  apresentam  reduzida  susceptibilidade  a  antimicrobianos  e  são

responsáveis  por  quadros  clínicos  mais  graves  da doença  (DEPESTEL; ARONOFF,

2013;  FREEMAN et  al.,  2010).  Nesse  aspecto,  a  utilização de  antimicrobianos  em

pacientes hospitalizados e o seu uso como promotor de crescimento na produção animal

foram determinantes para o surgimento destas estirpes (DEPESTEL; ARONOFF, 2013;

DINGLE  et  al.,  2019;  LIM;  KNIGHT;  RILEY,  2019).  São  exemplos  os  ribotipos

hipervirulentos RT027, uma estirpe fluoroquinolona-resistente que emergiu na América

do  Norte  (LIM;  KNIGHT;  RILEY,  2019) e  RT078,  que  comumente  apresenta

mecanismos de resistência às tetraciclinas, droga amplamente utilizada na suinocultura

(DINGLE et al., 2019).

Além do surgimento das estirpes hipervirulentas, que é considerado um importante

fator para a disseminação da ICD, estudos sugerem, ainda, que a transmissão de  C.

difficile em seu ciclo comunitário é favorecida por outros elementos, sendo portanto de

origem multifatorial (LIM; KNIGHT; RILEY, 2019; OTTEN et al., 2010). Tal hipótese

é  levantada  em  função  do  crescente  aumento  da  incidência  de  casos  comunitários

adicionalmente à considerável detecção das variáveis estirpes associadas (e não somente

hipervirulentas) em diferentes ambientes e hospedeiros (LIM; KNIGHT; RILEY, 2019;

OTTEN et al., 2010; XU et al., 2014). São exemplos a detecção do agente em produtos

de origem animal destinados ao consumo humano (RODRIGUEZ-PALACIOS et al.,
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2013; WEESE et al.,  2009), no solo  (KNIGHT; RILEY, 2019; OTTEN et al.,  2010;

USUI et al., 2017), efluentes (ROMANO et al., 2012; XU et al., 2014) e em fezes de

animais silvestres e  domésticos  (KEEL et al.,  2007; KRIJGER et al.,  2019;  SILVA;

GUEDES; LOBATO, 2012; WEESE, 2020a; WEESE et al., 2010), sugerindo, ainda, o

potencial zoonotico do agente (KNIGHT; RILEY, 2019; RODRIGUEZ et al., 2016).

A possível atuação de animais domésticos e silvestres como reservatórios do agente

a seres humanos é reforçada pela similaridade genética entre os diferentes hospedeiros

(KNETSCH et al., 2014, 2018; KNIGHT et al., 2017; LIM; KNIGHT; RILEY, 2019).

Nesse sentido, destaca-se a frequente detecção do ribotipo hipervirulento RT078 e os

ribotipos endêmicos RT014 e RT001, importantes causadores do ciclo comunitário da

ICD,  em  animais  domésticos,  o  que  inclui  os  suínos  (GOORHUIS  et  al.,  2008;

HENSGENS et al., 2012; RUPNIK et al., 2008). Ainda, estudos apontaram similaridade

genética  e  fenotípica  entre  isolados  de  animais  sintomáticos  e/ou  assintomáticos  e

estirpes isoladas de seres humanos infectados, evidenciando a transmissão interespécie

de C. difficile (BJÖERSDORFF et al., 2021; KNETSCH et al., 2014; KNIGHT et al.,

2017; WEESE, 2020a).

3.2. Epidemiologia da ICD em suínos

Além de sua atuação como um agente zoonótico, C. difficile possui destaque, ainda,

como  etiologia  de  colite  e  diarreia  em  animais  (KEEL;  SONGER,  2006;  SILVA;

GUEDES; LOBATO, 2012). Estudos relatam a ocorrência da enfermidade em animais

domésticos  a  partir  de  1980  (JONES;  HUNTER,  1983),  sendo  posteriormente

constatado o seu importante papel na diarreia neonatal em suínos, que são altamente

susceptíveis à infecção pelo agente em seus primeiros dias de vida (KEEL; SONGER,

2006; OLIVEIRA JÚNIOR et al., 2019b; SILVA; GUEDES; LOBATO, 2012).

1
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C. difficile foi primeiramente descrito em suínos no ano de 1983, sendo isolado em

conteúdo  intestinal  e  fezes  destes  animais  (JONES;  HUNTER,  1983).  A posterior

associação do agente à infecção por C. difficile (ICD) foi relacionada principalmente ao

desencadeamento  de  colite,  edema de  mesocólon e  diarreia  (WATERS et  al.,  1998;

YAEGER; KINYON; SONGER, 2007).

A ICD é uma afecção de ocorrência mundial, com prevalências que variam de 18 a

84% em animais de 1 a 7 dias de idade em leitões  (ALVAREZ-PEREZ et al., 2009;

LIPPKE  et  al.,  2011;  SONGER;  ANDERSON,  2006;  WEESE,  2020b;  YAEGER;

FUNK; HOFFMAN, 2002; YAEGER; KINYON; SONGER, 2007). No Brasil, estudos

demonstraram frequência de ocorrência em até 53% das granjas analisadas, apontando a

disseminação do agente no país (LIPPKE et al., 2011; SILVA et al., 2011). 

Dos ribotipos de C .difficile identificados com maior frequência em suínos destaca-

se o ribotipo hipervirulento RT078  (ANDRÉS-LASHERAS et al.,  2017; KIM et al.,

2018;  KRUTOVA et  al.,  2018;  WEESE,  2020a).  Com  menor  predominância,  são

detectados uma ampla variedade de outros ribotipos, também associados à ocorrência da

infecções nos animais em diversos países, como o RT014/020, RT126, RT066 e RT012

(ALVAREZ-PEREZ et  al.,  2009;  ANDRÉS-LASHERAS  et  al.,  2017;  KEEL et  al.,

2007;  KNIGHT;  SQUIRE;  RILEY,  2015;  SILVA et  al.,  2015;  WEESE,  2020a).  No

Brasil,  foi  detectado  a  ocorrência  dos  ribotipos  RT001/072,  RT012,  RT126  e

principalmente o ribotipo RT014/020 (SILVA et al., 2015), previamente apontado como

mundialmente  distribuído  e  associado  à  doença  em  animais  e  seres  humanos

(HENSGENS et al., 2012; JANEZIC et al., 2012, 2014).
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3.3. Patogenia e sinais clínicos

A ICD em suínos ocorre predominantemente em leitões de 1 a 7 dias de idade

(PROCTOR et al., 2021; SONGER; ANDERSON, 2006; SONGER; UZAL, 2005), cuja

susceptibilidade à infecção é reduzida com o avançar da idade (PROCTOR et al., 2021;

WEESE et al., 2010). Tal fato possui relação com a microbiota imatura dos animais

neonatos aliado à maior presença de sais biliares primários (como o taurocolato) que

torna  os  leitões  propícios  à  colonização pelo  agente  germinado  no lúmen intestinal

(BRUXELLE; PÉCHINÉ; COLLIGNON, 2018; KEEL; SONGER, 2006; PROCTOR et

al.,  2021;  SONGER, 2000).  A existência de receptores para os principais fatores de

patogenicidade de estirpes toxigênicas de C. difficile,  as toxinas A (TcdA) e B (TcdB)

nos enterócitos de leitões neonatos, é também fator primordial para o desenvolvimento

da doença nesta espécie (KEEL; SONGER, 2006; RODRIGUEZ et al., 2016).

Uma vez secretadas por C. difficile e disponíveis no lúmen intestinal, as toxinas A

e/ou B, subdivididas em quatro principais porções, utilizam receptores presentes em sua

região C-terminal denominados  combined repetitive oligopeptide  (CROP) ou  receptor

binding  domain  (RBD), para  aderir-se  à  superfícies  celulares  (Figura  3.3.1)

(CHANDRASEKARAN; LACY, 2017; HERNANDEZ et al., 2017; ORTH et al., 2014).

Trabalhos  demonstram a ligação da  região  CROP a  carboidratos  situados na  região

apical  dos  enterócitos  de  hospedeiros  susceptíveis,  bem como  em outras  linhagens

celulares, como células Vero e HT29 (CHANDRASEKARAN; LACY, 2017; DINGLE

et al., 2008; GRECO et al., 2006; GUPTA et al., 2017; TUCKER; WILKINS, 1991).

Considerando a maior ocorrência e gravidade das lesões no ceco e cólon ascendente de

leitões infectados por  C. difficile (KEEL; SONGER, 2006) pode-se sugerir que, nessa

espécie, os receptores para as toxinas possivelmente concentram-se nestas regiões do

trato intestinal.

1
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Figura 3.3.1. Representação das quatro subdivisões identificadas nas toxinas A (308

kDa) e B (270 kDa) de C. difficile. Retirado de  CHANDRASEKARAN; LACY, 2017

Por endocitose, as toxinas aderidas aos enterócitos são internalizadas e induzem

uma cascata de eventos, que resultam em despolimerização dos filamentos de actina e

consequente  destruição  e  necrose  do  epitélio  intestinal  (Figura  3.3.2)

(CHANDRASEKARAN; LACY, 2017; KEEL; SONGER, 2006). A elevada presença

do agente, suas toxinas e a ruptura do epitélio intestinal induzem, ainda, uma intensa

resposta inflamatória aguda local (CHANDRASEKARAN; LACY, 2017).



26

Figura 3.3.2. Representação esquemática da cascata de eventos desencadeados pelas

toxinas  A e  B  de  C.  difficile  a  partir  de  sua  internalização  pelos  enterócitos  de

hospedeiros susceptíveis à infecção. Retirado de RUPNIK et al., 2009.

Microscopicamente,  é  comum  a  visualização  de  lesões  epiteliais  em  “vulcão”,

caracterizadas  por  notável  infiltrado  neutrofílico,  formação  de  úlceras  e  efusão  de

fibrina  para  o  lúmen  intestinal  (KEEL;  SONGER,  2006;  SONGER;  ANDERSON,

2006). Tiflocolite, necrose epitelial e principalmente o desenvolvimento de edema de

mesocólon em consequência da inflamação exacerbada são alterações macroscópicas

comumente visualizadas em leitões infectados (Figura 3.3.3) (SONGER; UZAL, 2005;

WATERS et al., 1998; YAEGER; KINYON; SONGER, 2007).

Figura 3.3.3. Espaçamento entre alças intestinais decorrente de intensa edemaciação de

mesocólon,  achado  comumente  identificado  em  suínos  neonatos  infectados  por  C.

difficile. Acervo de Laboratório de Anaeróbios.

Conteúdo colônico de consistência pastosa a aquosa e coloração amarelada podem

ser observados à necrópsia, apesar de a ocorrência de diarreia não ser um sinal clínico
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frequente  (SONGER;  ANDERSON,  2006) Ao  contrário,  alguns  animais  podem

apresentar constipação ou podem não apresentar alterações em suas fezes  (YAEGER;

KINYON;  SONGER,  2007).  Alguns  trabalhos  ressaltam,  ainda,  a  possibilidade  de

detecção  do  agente  toxigênico  em  fezes  de  animais  saudáveis,  apesar  de  ser  uma

ocorrência  menos  frequente  (CRUZ JUNIOR et  al.,  2013;  KEESSEN et  al.,  2011;

KNIGHT; SQUIRE; RILEY, 2014). Não obstante, o agente é considerado uma potencial

causa de diarreia neonatal em suínos, que é manifestada por aproximadamente 20% dos

animais (SONGER, 2004) e dentre outros sinais, podem tornar-se apáticos e apresentar

perda de apetite (SONGER; ANDERSON, 2006). O desenvolvimento de hidrotórax e a

morte  súbita  em  decorrência  da  doença  também  podem  ocorrer,  apesar  de  serem

alterações incomuns (SONGER; UZAL, 2005).

O impacto da infecção por C. difficile na produtividade dos leitões destaca-se como

principal  prejuízo  relacionado  a  disseminação  do  agente  entre  os  plantéis.  Estudos

demonstraram perdas que variam de 10 a 15%, resultantes de considerável redução no

ganho de peso e desenvolvimento corpóreo dos animais afetados  (SILVA; GUEDES;

LOBATO, 2012; SONGER; UZAL, 2005).

3.4. Diagnóstico e tratamento

Os métodos padrão ouro utilizados como referência ao diagnóstico da infecção por

C. difficile em seres humanos são a detecção do agente e/ou de seu potencial toxigênico

(cultivo  toxigênico  ou  ensaio  de  toxicidade  em  células)  (PLANCHE  et  al.,  2013;

PLANCHE; WILCOX, 2011).  Com o decorrer dos anos,  métodos menos laboriosos

foram  desenvolvidos  como  alternativas  aos  de  referência,  que  consistem  em testes

imunocromatográficos de fluxo lateral, ensaios imunoenzimáticos e PCR em tempo real

para detecção da proteína constitutiva glutamato desidrogenase (GDH) e/ou detecção

das toxinas A e B de C. difficile (CROBACH et al., 2016; WILKINS; LYERLY, 2003).

1
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Em função do extenso número de estudos e maior conhecimento da epidemiologia da

infecção por  C. difficile  em seres humanos,   diretrizes (guidelines) que preconizam o

diagnóstico  em pelo  menos  duas  etapas,  com a  utilização dos  métodos alternativos

citados  anteriormente,  foram  padronizados  e  são  utilizados  para  garantia  de  maior

acurácia na detecção  da ICD em pessoas  (CROBACH et al., 2009, 2016; GU et al.,

2022; MCDONALD et al., 2018).

Em  animais,  por  outro  lado,  a  escassez  de  dados  e  a  ausência  de  métodos

padronizados  para  as  diferentes  espécies  torna  o  diagnóstico  da  ICD  desafiador,

podendo resultar, inclusive, em subnotificação de sua ocorrência  (CARVALHO et al.,

2022; WEESE, 2020b).

Estudos realizados até o momento em suínos apontam uma elevada sensibilidade

nos testes atualmente empregados como triagem em seres humanos, como a detecção da

proteína  constitutiva  GDH  por  testes  rápidos  ou  por  ensaios  imunoenzimáticos

(aproximadamente 100%)  (KNIGHT; SQUIRE; RILEY, 2014; RAMOS et al., 2020);

contudo, a especificidade com valores próximos a 80% identificada nos estudos citados

é considerada inadequada, estando relacionada à possível eliminação de estirpes não

toxigênicas de C. difficile pelos animais (CRUZ JUNIOR et al., 2013; KEESSEN et al.,

2011;  KNIGHT; SQUIRE; RILEY, 2014;  PUTSATHIT et al.,  2019;  RAMOS et  al.,

2020). Neste aspecto, sugere-se a utilização de métodos confirmatórios, que visem a

detecção das toxinas A/B de  C. difficile,  conforme empregado em amostras de seres

humanos (CROBACH et al., 2016; GU et al., 2022; RAMOS et al., 2020).

Entretanto, apesar de os testes rápidos ou ensaios imunoenzimáticos para detecção

de A/B apresentarem elevada especificidade  em amostras  de suínos,  a  sensibilidade

identificada foi consideravelmente inferior aos dados observados em seres humanos,

variando  de  5,6%  a  54,1%  (ANDERSON;  SONGER,  2008;  KNIGHT;  SQUIRE;
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RILEY,  2014;  RAMOS  et  al.,  2020).  Nesse  sentido,  é  sugerida  a  necessidade  do

desenvolvimento e padronização de testes confirmatórios adequados para o diagnóstico

na espécie suína (KNIGHT; SQUIRE; RILEY, 2014; RAMOS et al., 2020).

Independentemente  da  técnica  empregada  para  o  diagnóstico  da  infecção  nos

suínos, diante da possibilidade de detecção do agente toxigênico em animais saudáveis

(CRUZ JUNIOR et  al.,  2013;  KEESSEN et  al.,  2011;  KNIGHT; SQUIRE;  RILEY,

2014; YAEGER; FUNK; HOFFMAN, 2002), sugere-se que os testes utilizados sejam

associados  a  alterações  clínicas  e/ou  lesões  histológicas  apresentadas  pelos  animais

(RAMOS et al., 2020; SILVA; GUEDES; LOBATO, 2012; SONGER; UZAL, 2005).

Um  estudo  realizado  por  Post  &  Songer (POST;  SONGER,  2001) aponta  a

susceptibilidade  de  C.  difficile  isolados  de  leitões  a  antimicrobianos  utilizados  em

granjas suínas, como tilosina, tiamulina e virginiamicinas. Nesse sentido, é sugerido que

a  administração  destes  fármacos  junto  a  alimentos  das  matrizes  ou  mesmo

parenteralmente em leitões neonatos possa reduzir a eliminação do agente e auxiliar na

profilaxia  da infecção  (POST; SONGER, 2001;  SILVA; GUEDES; LOBATO, 2012;

SONGER; ANDERSON, 2006). Todavia,  tais resultados não foram identificados em

isolados de suínos de granjas brasileiras,  refutando a possibilidade de sua utilização

como método de controle da ocorrência da infecção e podendo resultar, inclusive, em

pressão seletiva e surgimento de estirpes resistentes a antimicrobianos  (SILVA et al.,

2014b).  Ainda  nesse  sentido,  a  utilização  de  antimicrobianos  em  leitões  para  o

tratamento da ICD pode ser considerada infundada, já que a microbiota intestinal ainda

em  formação  é  tida  como  principal  fator  de  risco  à  infecção  e  a  utilização  de

antimicrobianos acarretaria em maior desequilíbrio (SONGER, 2000).



30

3.5. Controle e prevenção

Dado a  capacidade  de  esporulação  de  C.  difficile,  ações  de  descontaminação e

eliminação  do  agente  são  indicados  como  medidas  auxiliares  no  controle  de  sua

disseminação (AUGUSTYN et al., 2022; GEMEIN et al., 2022). Nesse aspecto, em se

tratando de medidas de higiene em criadouros animais, ações como o vazio sanitário

(especialmente em planteis suínos) e a remoção da matéria orgânica são essenciais para

redução da contaminação pelo agente  (MAYFIELD et al., 2000; MCDONALD et al.,

2018; SILVA; GUEDES; LOBATO, 2012). Trabalhos anteriores demonstraram, ainda, o

importante  papel de animais sinantrópicos,  como os roedores,  pássaros silvestres ou

mesmo  insetos,  como  potenciais  carreadores  e  transmissores  do  agente  a  animais

confinados  (ANDRÉS-LASHERAS  et  al.,  2017;  BURT  et  al.,  2012;  OLIVEIRA

JUNIOR  et  al.,  2018).  Nesse  sentido,  para  minimizar  a  ocorrência  da  doença  e

introdução de novas estirpes, é fundamental que o controle desses animais carreadores

ocorra de forma sistemática e eficaz (BURT et al., 2012). Adicionalmente, é de extrema

importância  a  desinfecção do ambiente com desinfetantes  eficazes  contra  as  formas

germinativa e esporulada, como o hipoclorito de sódio, para a prevenção das infecções

em animais e em seres humanos (AUGUSTYN et al., 2022; MAYFIELD et al., 2000;

MCDONALD et al., 2018).

Apesar das medidas de controle da disseminação do agente citadas acima, a sua

completa  eliminação,  especialmente  em  sua  forma  esporulada,  dificilmente  ocorre.

Desta forma, as medidas de higiene devem ser acompanhadas, idealmente,  de ações

imunoprofiláticas  para  a  prevenção  da  infecção  dos  animais  susceptíveis  (SILVA;

GUEDES; LOBATO, 2012), igualmente ao que ocorre na prevenção de outras infecções

causadas por clostrídios em animais de produção (LIM; KNIGHT; RILEY, 2019).

1
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Estudos prévios demonstraram a associação entre elevados títulos séricos de IgG

anti-toxinas A e B de  C. difficile  e a menor ocorrência,  gravidade e reincidência da

infecção  em hospedeiros  susceptíveis  ao  agente,  incluindo  roedores,  suínos  e  seres

humanos  (BABCOCK et  al.,  2006;  GIANNASCA et  al.,  1999;  KYNE et  al.,  2000,

2001; ROBERTS et al., 2012; SPONSELLER et al., 2014). Dado esses achados, foram

diversos os testes pré-clínicos realizados em roedores,  que tiveram como objetivo a

análise  da  resposta  do  hospedeiro  frente  a  ICD após  a  administração parenteral  de

vacinas compostas por fragmentos ou toxinas A e B inativadas de  C. difficile  (Tabela

3.5.1). 

Tabela 3.5.1. Modelo animal e imunógenos compostos por toxoides ou fragmentos das

toxinas A e B de  C. difficile desenvolvidos para a prevenção da ICD em estudos pré-

clínicos.

Modelo animal Composição Referência

Coelho Toxoide (LIBBY; WILKINS, 1982)

Hamster Toxoide (FERNIE et al., 1983)

Camundongo
Proteína recombinante:

fragmentos TcdA

(SAUERBORN; LEUKEL;
VON EICHEL-STREIBER,

1997)

Hamster Toxoide 
(KIM; IACONIS; ROLFE,

1987)

Hamster Toxoide (KIM; ROLFE, 1989)

Hamster Toxoide (TORRES et al., 1995)

Hamster Toxoide (GIANNASCA et al., 1999)
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Camundongo
Proteína recombinante:
fragmentos TcdA/TcdB

(BELYI; VARFOLOMEEVA,
2003)

Hamster Toxoide (SIDDIQUI et al., 2012)

Hamster 
Proteína recombinante:
fragmentos TcdA/TcdB

(TIAN et al., 2012)

Hamster 
Proteína recombinante:
fragmentos TcdA/TcdB

(WANG et al., 2012)

Hamster  e
camundongo

Proteína recombinante:
fragmentos TcdA/TcdB

(LEUZZI et al., 2013)

Hamster Toxoide (ANOSOVA et al., 2013)

Camundongo
Proteína recombinante:
fragmentos TcdA/TcdB

(GHOSE et al., 2013)

Hamster 
Proteína recombinante: mutante

atóxico TcdA/TcdB
(DONALD et al., 2013)

Hamster 
Toxoide A e proteína

recombinante: fragmentos TcdB
(KARCZEWSKI et al., 2014)

Hamster 
Proteína recombinante:
fragmentos TcdA/TcdB

(WANG et al., 2015)

Hamster 
Proteína recombinante:

fragmentos TcdA/TcdB e CDT
(SECORE et al., 2017)

Hamster  e
camundongo

Proteína recombinante:
fragmentos TcdA/TcdB

(TIAN et al., 2017)

Camundongo
Proteína recombinante:
fragmentos TcdA/TcdB

(WANG et al., 2018)

Camundongo
Proteína recombinante:
fragmentos TcdA/TcdB

(LUO et al., 2019)
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Camundongo
Proteína recombinante: mutante

atóxico TcdB
(BLAND et al., 2019)

Camundongo
Vetor YS1646 e proteína

recombinante: fragmentos
TcdA/TcdB

(WINTER et al., 2019)

Camundongo Toxoide (AMINZADEH et al., 2020)

Em geral,  a  vacinação dos roedores utilizando toxinas inativadas de  C. difficile

demonstraram resultados favoráveis, tornando-as potenciais imunógenos para o controle

da doença em espécies susceptíveis ((AMINZADEH et al.,  2020; ANOSOVA et al.,

2013;  GIANNASCA et  al.,  1999;  SIDDIQUI  et  al.,  2012).  Da  mesma  forma,  a

imunização de animais com proteínas recombinantes contendo fragmentos das toxinas A

e B apresentaram resultados promissores (LEUZZI et al., 2013; SPENCER et al., 2014;

TIAN et  al.,  2017; WANG et al.,  2018).  Foi identificado o estímulo à produção de

imunoglobulinas G capazes de neutralizar as toxinas A e B, bem como reduzidos graus

de lesão e taxas de mortalidade dos roedores desafiados,  que variaram de 0 a  45%

(AMINZADEH et al., 2020; DONALD et al., 2013; KARCZEWSKI et al., 2014; LUO

et al., 2019; SECORE et al., 2017; TIAN et al., 2017; WANG et al., 2018, 2015).

Apesar  de  favoráveis,  os  resultados  observados  destacam  elevada  variação  em

relação  às  taxas  de  mortalidade  dos  animais  após  o  desafio;  tal  fato  pode  ser

consequência de diferentes esquemas vacinais, doses de antígenos e desafios realizados,

bem  como  quanto  a  susceptibilidade  dos  hospedeiros  utilizados  nos  ensaios

(BRUXELLE; PÉCHINÉ; COLLIGNON, 2018; KARCZEWSKI et al.,  2014). Nesse

sentido, já foi demonstrada a maior susceptibilidade de hamsters (Mesocricetus auratus)

à ICD se comparado a outras espécies animais (KEEL; SONGER, 2006), motivo pelo
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qual estudiosos optam pela utilização desta espécie como modelo para avaliação da

virulência do agente (DONALD et al., 2013; WANG et al., 2015). Em consequência, é

superior a sensibilidade associada à utilização de hamsters em ensaios de imunização,

demonstrada  pela  maior  taxa  de  letalidade  após  o  desafio  se  comparado  a  outros

modelos animais (BABCOCK et al., 2006; TIAN et al., 2017; WANG et al., 2018). De

todo modo, é apontado pelos estudos a produção de anticorpos capazes de neutralizar as

toxinas  e  impedir  a  sua  atividade  in  vivo  e  in  vitro nesta  e  em  outras  espécies

(ANOSOVA et al.,  2013; DONALD et al.,  2013; LUO et al.,  2019; SAUERBORN;

LEUKEL; VON EICHEL-STREIBER, 1997; SECORE et al., 2017; TIAN et al., 2017;

WANG et al., 2018, 2015).

É de  se  destacar  as  vantagens  da  produção de  proteínas  recombinantes  quando

comparado  às  vacinas  compostas  por  toxinas  inativadas,  apesar  da  observação  de

resultados  favoráveis  em  ambas  as  composições.  Estudos  ressaltam  os  desafios

associados à produção dos toxoides, tais como os custos relacionados às produções em

larga escala, elevada variação entre lotes e riscos relacionados à manipulação do agente

toxigênico  e  de  suas  proteínas  em  sua  fase  tóxica  (BRUXELLE;  PÉCHINÉ;

COLLIGNON, 2018; DONALD et al., 2013; KARCZEWSKI et al., 2014). Por outro

lado,  trabalhos  ressaltam  que  a  tecnologia  de  proteínas  recombinantes  permite  a

produção e purificação de alvos imunogênicos, podendo conferir um alto rendimento e

sem os  riscos  que  manipulação de  agentes  patogênicos  oferecem  (DONALD et  al.,

2013;  KARCZEWSKI  et  al.,  2014;  KARYAL et  al.,  2021;  WANG  et  al.,  2015).

Independentemente  das  vantagens  ou  desvantagens  relacionadas  às  tecnologias

empregadas,  dado  os  resultados  favoráveis  observados  nos  estudos  citados,  testes

clínicos  em  seres  humanos  empregando  parenteralmente  toxoides  ou  proteínas
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recombinantes  de  TcdA e  TcdB  de  C.  difficile estão  em andamento  (BRUXELLE;

PÉCHINÉ; COLLIGNON, 2018; REIGADAS et al., 2021).

A colonização do epitélio colônico por C. difficile toxigênico é etapa essencial para

a ocorrência de estímulos à produção das toxinas A e/ou B pelo agente e consequente

desenvolvimento de lesões intestinais  (BRUXELLE; PÉCHINÉ; COLLIGNON, 2018;

CHANDRASEKARAN;  LACY,  2017;  STONE  et  al.,  2019).  Estudos  apontam  o

desequilíbrio da microbiota intestinal como um importante fator de risco à colonização

por C. difficile (BRUXELLE; PÉCHINÉ; COLLIGNON, 2018; OLIVEIRA JÚNIOR et

al., 2016; RILEY; LYRAS; DOUCE, 2019), sendo a utilização de antimicrobianos e a

microbiota  em  formação  de  neonatos  de  determinadas  espécies,  como  em  leitões,

fatores que aumentam a susceptibilidade a infecção (KEEL; SONGER, 2006; WEESE,

2020b). Dessa forma, métodos que visem o controle da doença a partir da prevenção da

colonização de hospedeiros susceptíveis por C. difficile vêm sendo estudados. Ensaios

pré clínicos de imunógenos e  outros métodos profiláticos em roedores,  descritos na

literatura, estão listados na tabela 3.5.2.
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Tabela 3.5.2. Modelo animal e composição de métodos e/ou imunógenos elaborados

para a prevenção da colonização por C. difficile em ensaios pré-clínicos.

Modelo animal Composição Referência

Hamster C. difficile não toxigênico (NTCD)
(WILSON;

SHEAGREN, 1983)

Hamster C. difficile não toxigênico (NTCD)
(SAMBOL et al.,

2002)

Hamster e

camundongo

Extrato da proteínas de membrana (SLP)

purificadas

(NÍ EIDHIN et al., 
2008)

Hamster
Recombinante: proteína de membrana

celular CWP84

(PÉCHINÉ et al., 
2011)

Camundongo e

coelho

Extrato de ácido lipoteicoico (LTA)

purificado
(COX et al., 2013)

Hamster C. difficile não toxigênico (NTCD)
(NAGARO et al.,

2013)

Hamster C. difficile não toxigênico (NTCD)
(OLIVEIRA 
JÚNIOR et al., 
2016)

Hamster e

camundongo

Recombinante: proteínas de esporo CdeC e

CdeM

(GHOSE et al.,
2016)

Camundongo
Sintético: Polissacarídeos de membrana

celular PSI, PSII e PSIII

(BROECKER et al.,
2019)

Camundongo
Recombinante: lipoproteína de membrana

celular CD0873

(BRADSHAW et al.,
2019)

Camundongo
Recombinante: fração da proteína BclA2 e

3 de superfície de esporos
(MAIA et al., 2020)
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Hamster
Lipossoma conjugado a proteína de

membrana celular CD0873
(KARYAL et al.,

2021)

Diferentemente dos estudos que tiveram como objetivo a prevenção da ICD através

da imunização contra os principais fatores de virulência de C. difficile (toxinas A e B),

existem  menos  trabalhos  relacionados  a  métodos  imunoprofiláticos  que  previnam

colonização intestinal pelo agente. Comparativamente às vacinas baseadas em toxinas,

observou-se uma menor proteção dos hospedeiros contra a infecção (MAIA et al., 2020;

NÍ EIDHIN et al.,  2008; PÉCHINÉ et al.,  2011), apesar da demonstração de títulos

séricos  de  IgG  anti-C.  difficile (BRADSHAW  et  al.,  2019;  GHOSE  et  al.,  2016;

KARYAL et al., 2021; MAIA et al., 2020). É possível inferir que a proteção contra o C.

difficile,  de forma a reduzir  a  colonização intestinal,  é uma estratégia  que pode ser

aliada  à  prevenção  da  infecção  e  sinais  clínicos  causados  pelo  agente  toxigênico

(BRUXELLE; PÉCHINÉ; COLLIGNON, 2018; RAZIM; GÓRSKA; GAMIAN, 2023).

Entretanto, os autores ressaltam que os trabalhos existentes são ainda incipientes, sendo

necessária a realização de mais estudos para avaliação da prevenção da colonização,

bem  como  infecção  pelo  patógeno  (BROECKER  et  al.,  2019;  COX  et  al.,  2013;

GHOSE et al., 2016, p. 201; NÍ EIDHIN et al., 2008).

Contrastando  com  os  resultados  obtidos  em  métodos  imunoprofiláticos  citados

acima, a prevenção da colonização por C. difficile utilizando de estirpes não toxigênicas

(NTCD) em modelo hamster apresentou resultados promissores (NAGARO et al., 2013;

OLIVEIRA JÚNIOR et  al.,  2016;  SAMBOL et  al.,  2002;  WILSON;  SHEAGREN,

1983). Observou-se que o fornecimento oral de esporos de NTCD, seguido do desafio

com estirpes toxigênicas aos animais susceptíveis, foi capaz de prevenir a colonização

pelo patógeno (NAGARO et al., 2013; SAMBOL et al., 2002; WILSON; SHEAGREN,
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1983), reduzindo a detecção das toxinas A e B e consequentemente as alterações clínicas

e mortalidade pelo agente  (OLIVEIRA JÚNIOR et al., 2016). Nesse aspecto, estudos

sugerem que o fornecimento de estirpes não toxigênicas e a sua colonização no epitélio

intestinal provoque uma posterior exclusão das estirpes toxigênicas, que pode ocorrer

por competição nutricional e/ou por habilidade de aderência (MERRIGAN et al., 2003;

MILLS; RAO; YOUNG, 2018; SAMBOL et al., 2002; SONGER et al., 2007).

Diversos são os estudos realizados em suínos que avaliaram o uso terapêutico de

anticorpos posteriormente ao desafio por  C. difficile e/ou inoculação de suas toxinas,

tendo como principais objetivos a análise da aplicabilidade destas imunoglobulinas em

casos recorrentes da ICD em pacientes humanos (COHEN et al., 2014; SPONSELLER

et al., 2014; STEELE et al., 2013a, 2013b). Tais pesquisas foram conduzidos com a

utilização de imunoglobulinas IgG monoclonais (COHEN et al., 2014) ou gerados após

imunização ativa de bovinos com vacina composta por quimera recombinante de TcdA e

TcdB  (SPONSELLER et  al.,  2014;  STEELE et  al.,  2013b;  WANG et  al.,  2012).  A

utilização de modelos suínos são consequência da similaridade fisiológica que possuem,

com  os  seres  humanos,  em  seu  trato  digestivo  e  sistema  imunológico,  além  de

semelhante  evolução  clínica  e  alterações  histopatológicas  observadas  em  leitões

desafiados, caracterizadas  principalmente  pelo  desenvolvimento  da  colite

pseudomembranosa (NYBLADE et al., 2022; SPONSELLER et al., 2014; STEELE et

al.,  2010).  Considerando,  ainda,  o  impacto  relacionado  à  saúde  e  produtividade  de

suínos neonatos, estudos para o desenvolvimento de métodos preventivos a colonização

e ocorrência da ICD em leitões têm sido conduzidos.  Estão demonstrados na tabela

3.5.3 a composição, finalidade, via de inoculação e respectivas referências dos trabalhos

executados até o momento.
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Tabela 3.5.3.  Composição, finalidade, via de inoculação e referências de estudos de

métodos profiláticos ou terapêuticos aplicados em suínos.

Composição Finalidade Via Referência

NTCD Profilática Oral (SONGER et al., 2007)

Antitoxinas A/B Terapêutica Intraperitonial
(STEELE et al., 2013a, 
2013b)

Antitoxinas A/B Terapêutica Intraperitonial (COHEN et al., 2014)

Antitoxinas A/B Terapêutica Oral
(SPONSELLER et al., 
2014)

NTCD Profilática Oral
(OLIVEIRA JÚNIOR et
al., 2019a, 2019b)

Toxoide A/B Imunoprofilática Subcutânea
Dados não publicados

(2021)

Foi  recentemente  desenvolvida  e  aprovada  para  o  uso  em  suínos  uma  vacina

composta  por  toxoides  A e  B  de  C.  difficile,  adicionalmente  à  toxina  alfa  de  C.

perfringens, denominada Suiseng® Diff/A (Hipra, ESP). Elaborada para a aplicação em

matrizes gestantes e prevenção da diarreia neonatal por C. difficile em leitões através da

transferência passiva de imunidade, um estudo clínico de fase I realizado pela Suiseng®

Diff/A (Hipra, ESP) relatou reduzida mortalidade, sinais clínicos e lesões macroscópicas

nos animais colostrados e desafiados (dados não publicados). Mesmo sendo a primeira

vacina  contra  C.  difficile  que teve  a  sua  utilização autorizada,  não  existem estudos

publicados que demonstrem a sua eficácia em um ambiente cuja ocorrência da ICD é

considerada de elevada prevalência. Portanto, dados de diagnóstico da ICD em granjas

positivas para a infecção, posteriormente à imunização dos animais, são desconhecidos.
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Os  estudos  que  avaliaram  a  proteção  passiva  pela  administração  de

imunoglobulinas  a  leitões  desafiados  pelo  agente  ou  suas  toxinas  demonstraram

reduzida ocorrência de mortalidade, sinais clínicos e alterações macro e microscópicas

no epitélio colônico comumente observadas nestes animais  (KEEL; SONGER, 2006).

Desta forma, é possível deduzir que a presença de anticorpos anti-toxinas A e B, sejam

elas  induzidas  ativamente  e/ou  passivamente  transferidas,  podem  ser  capazes  de

proteger os animais dos sinais clínicos e perdas associadas à ICD.

Considerando que a colonização assintomática por estirpes não toxigênicas de  C.

difficile é capaz de reduzir o risco do desenvolvimento da ICD e diarreia pelo agente em

roedores (MILLS; RAO; YOUNG, 2018; OLIVEIRA JÚNIOR et al., 2016; SAMBOL

et al.,  2002), estudos foram conduzidos em leitões para avaliação da proteção nessa

espécie. Foram testados o fornecimento de NTCD a leitões neonatos pela via oral, logo

após  o  seu  nascimento,  em  granjas  comerciais  positivas  para  a  ICD  (OLIVEIRA

JÚNIOR et  al.,  2019b;  SONGER et  al.,  2007) ou  seguido  de  desafio  dos  animais

(OLIVEIRA JÚNIOR et al., 2019a). Similarmente ao identificado em estudos com foco

em imunoprofilaxia,  todos os parâmetros analisados (sinais clínicos,  lesões  macro e

microscópicas)  foram  significativamente  inferiores  em  animais  que  receberam  as

estirpes não toxigênicas  (OLIVEIRA JÚNIOR et al., 2019a, 2019b; SONGER et al.,

2007). Entretanto, diferentemente do observado por Songer e colaboradores (2007), o

estudo de Oliveira Júnior (2019b) destacou a identificação da estirpe não toxigênica em

animais  não  inoculados  com  o  agente,  sugerindo  uma  proteção  indireta  daqueles

susceptíveis através da aquisição de NTCD eliminados no ambiente.

Apesar de resultados promissores após a administração de estirpes não toxigênicas,

complicações ou efeitos indesejáveis decorrentes desse método profilático ainda são

desconhecidos. Sugere-se que a colonização por NTCD seja transiente e, como efeito, a
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proteção não seja duradoura (GERDING et al., 2015; MILLS; RAO; YOUNG, 2018).

Todavia, considerando que o tratamento dos leitões ocorre logo após o seu nascimento,

tal  hipótese não deve ser considerada problemática, dado a ocorrência da doença na

espécie  predominantemente  em seus  primeiros  sete  dias  de vida  (KEEL;  SONGER,

2006). Por outro lado, alguns trabalhos sugerem o potencial de aquisição, pelas estirpes

não toxigênicas, de determinantes de virulência através de transferência horizontal de

elementos genéticos móveis,  tornando-as,  ao contrário,  um possível  risco ao plantel

(BROUWER et al., 2013; MERRIGAN et al., 2003; MILLS; RAO; YOUNG, 2018),

possibilidade  que  deve  ser  estudada  e  considerada  previamente  ao  tratamento  dos

animais.

Conforme colocado anteriormente, foi demonstrada a associação entre a presença

de anticorpos sistêmicos anti-toxinas A e B de C. difficile e menores taxas de infecção

ou reincidência de casos (KYNE et al., 2000, 2001; LEAV et al., 2010; STEELE et al.,

2013a). Em busca de um potencial imunógeno que induza proteção contra os principais

fatores de virulência de C. difficile, trabalhos avaliaram a antigenicidade de diferentes

porções  das  toxinas  A  e  B.  Nesse  sentido,  foi  demonstrado  que  até  90%  da

imunorreatividade  concentra-se  em sua  porção  C-terminal,  sugerindo  a  presença  de

epítopos  imunodominantes  na  região  CROP  (HERNANDEZ  et  al.,  2017;  KINK;

WILLIAMS, 1998; ORTH et al., 2014). Dentre os anticorpos estudados e capazes de

neutralizar as toxinas A/B, bezlotoxumab (ZINPLAVA, Merck Sharp & Dohme, UK) se

destaca por ligar-se fortemente à região CROP da toxina B, sendo licenciado para o

tratamento  da  infecção  reincidente  por  C.  difficle  (BABCOCK  et  al.,  2006;

BRUXELLE; PÉCHINÉ; COLLIGNON, 2018; HERNANDEZ et al., 2017; ORTH et

al.,  2014). Dessa forma, tal  região destaca-se como potencial alvo para a síntese de

imunógenos  para  a  prevenção  de  ICD  em  diversos  hospedeiros,  incluindo  leitões
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neonatos,  cuja  imunização  passiva  através  do  colostro  de  matrizes  ativamente

imunizadas possivelmente os protegeria da infecção pelo agente.
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1.  Construção  do  inserto,  clonagem  e  produção  de  proteínas

recombinantes contendo fragmentos das toxinas A e B de Clostridioides difficile

4.1.1. Construção e caracterização do inserto plasmideal

Para a síntese da vacina recombinante bivalente, composta por fragmentos de TcdA

e de TcdB,  bem como produção de uma quimera, contendo a junção dos fragmentos

presentes na vacina bivalente, foram selecionadas regiões previamente caracterizadas

como imunodominantes, presentes na porção C- terminal (região CROP) das toxinas A e

B (estirpe  VPI10463  /  CD630) (BRUXELLE;  PÉCHINÉ;  COLLIGNON,  2018;

DINGLE et al., 2008; DONALD et al., 2013; GRECO et al., 2006; GUPTA et al., 2017;

HERNANDEZ et al.,  2017; HO et al.,  2005; HUSSACK et al.,  2011; ORTH et al.,

2014). A verificação da antigenicidade e hidrofobicidade destas sequências de TcdA e

TcdB  foi  realizada  pelo  programa  BepiPred  2.0  (CBS,  DEN)

(http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/),  seguido  de  otimização das  sequências  de

nucleotídeos  para  expressão  em  E.  coli e  conferência  dos  aminoácidos  que

posteriormente seriam sinterizados, através do programa GCUA 2.0 (Thomas Schödl,

GER) (http://gcua.schoedl.de/sequential_v2.html).

As  sequência  dos  aminoácidos  que  seriam  traduzidos  por  E.  coli foram

visualizadas  pelo  programa  Expasy  (Swiss  Institute  of  Bioinformatics,  SWI)

(https://web.expasy.org/translate/),  seguido  de  verificação  do  alinhamento  entre  as

sequências obtidas pelo Expasy e as sequências originárias de C. difficile pelo software

MAFFT  7.4.2  (Kazutaka  Katoh,  JPN)  (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/).  Tal

alinhamento foi necessário para verificação da concordância entre as sequências que

1

2

3

https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/
https://web.expasy.org/translate/
http://gcua.schoedl.de/sequential_v2.html
http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/
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seriam expressas e  os aminoácidos que compõem as  proteínas da região CROP das

toxinas A e B de C. difficile.

A escolha dos sítios de restrição para a incorporação dos fragmentos de TcdA e

TcdB ao sítio de clonagem do vetor de expressão ocorreu com o auxílio do programa

Restriction  Analyzer  (Molbiotools,  CZE)

(http://www.molbiotools.com/restrictionanalyzer.html).  Os  genes  codificadores  dos

fragmentos CROP das toxinas A e B foram externamente sintetizados e encaminhados

junto  ao  vetor  de  clonagem  pUC57  (GenScript,  KR),  seguido  de  transformação

bacteriana através de eletroporação (1,8 kV) (MicroPulser, Bio-Rad, USA) em estirpes

de clonagem XL1-blue, para criopreservação até a sua utilização.

4.1.2. Transformação bacteriana e clonagem em Arctic Express e BL21

Para dar início à manipulação das sequências de TcdA e TcdB presentes no vetor

pUC57, as células XL1-blue contendo o referido vetor foram submetidas a extração

plasmideal com o auxílio do kit QIAprep Spin MiniprepA (Qiagen, USA). Seguido da

verificação da presença e pureza do DNA plasmideal em espectrofotometro (Nanovue,

GE, USA), o material genético foi submetido a digestão com a utilização de enzimas de

restrição para obtenção das sequencias de interesse, que foram inseridas ao vetor de

expressão pET28a-TEV (Novagen, USA) com o auxílio de enzimas de ligação (DNA

ligase).  Tal  vetor  é  caracterizado  por  conter  sequências  codificadoras  de  histidina

(6XHis-tag), gene promotor lac, gene de resistência a kanamicina bem como os sítios de

restrição selecionados para a incorporação das sequências de TcdA e TcdB de C. difficile

(Figura 4.1.2.1)

1

http://www.molbiotools.com/restrictionanalyzer.html
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Figura  4.1.2.1 Principais  componentes  presentes  no  vetor  plasmideal  pet28a-TEV

(Novagen, USA). Adaptado de: https://www.genscript.com/.

Inicialmente,  foi  realizada  a  elaboração  do  plasmídeo  pet28a-TEV contendo  as

sequências imunodominantes de TcdA + TcdB da vacina quimérica (equivalentes a 2300

pares de bases), a partir da utilização das enzimas de restrição NheI e XhoI (Figura

4.1.2.2.a). O plasmídeo pet28a-TEV contendo as sequências de TcdA e TcdB foi então

inserido ao hospedeiro de expressão  E. coli  Arctic Express (DE3) (Stratagene, USA)

por  transformação bacteriana. A estirpe  Arctic Express (DE3) é considerada uma boa

opção para a  síntese de proteínas  solúveis,  com auxílio a  um correto enovelamento

proteico e prevenção da formação de corpos de inclusão, através da formação e atuação

de chaperoninas entre 4º C e 12º C (KAUR; KUMAR; KAUR, 2018; PACHECO et al.,

2012; VALLEJO; RINAS, 2004).

Iniciou-se, então, a manipulação genética dos clones contendo pet28a-TEV junto à

quimera de TcdA + TcdB, para a síntese dos clones carreadores de sequencias para a

produção da  vacina  bivalente.  Desta  forma,  foi  executada  a  etapa para  obtenção de

estirpes com o vetor pet28a-TEV para expressão apenas do fragmento TcdA. Clones de
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Arctic  Express  (DE3)  transformados,  contendo  TcdA +  TcdB,  foram  submetidos  a

extração plasmideal, seguido de digestão com a utilização da enzima HindIII, conforme

ilustrado na Figura 4.1.2.2.b, para a retirada do fragmento de TcdB do vetor. Realizada a

ligação do DNA plasmideal, o material genético contendo apenas o fragmento de TcdA

foi  então  novamente  transformado  em  estirpe  de  expressão  Arctic  Express  (DE3).

Similarmente, para a obtenção de vetor contendo apenas a sequência referente a TcdB, a

extração plasmideal de clones bacterianos contendo pet28a-TEV junto a TcdA + TcdB

foi também utilizada para a digestão e retirada do fragmento de TcdA, com a utilização

da  enzima  NdeI  (Figura  4.1.2.2.c).  Neste  caso,  porém,  a  transformação  bacteriana

ocorreu em cepas BL21 (Thermo Fisher, USA) de E. coli, como será discutido adiante.

A estirpe  BL21  apresenta  elevada  versatilidade  e  é  amplamente  utilizada  para  a

expressão  de  proteínas  recombinantes  heterólogas,  apresentando  temperaturas  de

crescimento  e  expressão proteica  de  aproximadamente  37º  C  (CHART et  al.,  2000;

KAUR; KUMAR; KAUR, 2018). Para inferência de que a transformação bacteriana

ocorreu nas três situações citadas acima, 10  µL da suspensão bacteriana submetida à

eletroporação  foram  plaqueados  em  ágar  triptona  e  extrato  de  levedura  (2x  YZ)

contendo 50 mg de sulfato de kanamicina a cada litro de meio de cultivo. As placas

contendo os inóculos foram incubadas a 37°C por 24h e colônias bacterianas foram

isoladas para posterior identificação da presença dos insertos (FONSECA et al., 2014;

MAASS et al., 2007).

a)
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b)

c)

Figura 4.1.2.2. a) Esquematização do processo de digestão do plasmídeo pET28a-TEV

e fragmentos de nucleotídeos de TcdA e TcdB por enzimas de restrição NheI e XhoI,

para  construção  da  quimera  pET28a-TEV+TcdA+TcdB;  b)  Digestão  da  quimera

pET28a-TEV+TcdA+TcdB  com  a  enzima  HindIII  para  construção  do  plasmídeo

pET28a-TEV+TcdA; c) Digestão da quimera pET28a-TEV+TcdA+TcdB com a enzima

NdeI para construção do plasmídeo pET28a-TEV+TcdB.

A inferência da presença dos  insertos nos clones celulares ocorreu por  PCR da

região flanqueadora T7 forward (5‘TAATACGACTCACTATAGGG 29 3‘) e T7 reverse

(5‘GCTAGTTATTGCTCAGCGG  3‘),  seguido  de  identificação  dos  respectivos

fragmentos genéticos de TcdA+TcdB (2300 pb), TcdA (1500 pb) e TcdB (800 pb) por

eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados, revelados por brometo de

etídio (10mg/mL) (ThermoFisher, USA) em transiluminador UV-B (L-PIX EX Loccus,

BRA) (MAASS et al., 2007).



48

4.1.3. Expressão, purificação e caracterização das proteínas recombinantes

Para a expressão das proteínas de interesse, uma etapa inicial de pré-inoculação foi

realizada  com  antecedência  de  16  horas  ao  dia  da  expressão  proteica  por  indução

bacteriana.  Nesse  sentido,  uma unidade  formadora  de  colônia  dos  clones  de  Arctic

Express ou BL21 foram incubados em caldo 2x YZ contendo 50 mg/L de sulfato de

kanamicina  por  a  37ºC  sob  agitação  (180  rpm).  Passadas  16  horas,  a  suspensão

bacteriana  foi  inoculada  em  1  L de  caldo  2x  YZ  contendo  50  mg  de  sulfato  de

kanamicina  em  uma  proporção  1:4,  seguido  de  incubação  a  37  ºC  sob  agitação

(CASTRO et al., 2021; FONSECA et al., 2014). Ao observar densidade óptica entre 0,6

e 0,8 em espectrofotômetro a 600 nm (Ultrospec 10, Amersham Biosc GE, USA), foi

iniciada a indução a expressão proteica a partir da adição de 1 M de isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside  (IPTG).  A suspensão  bacteriana  contendo  Arctic  Express  foi

submetida a  incubação por 16 h a 12 ºC, enquanto o caldo contendo BL21, para a

síntese de fragmentos de TcdB, foi incubado por 3 h a 37 ºC, ambos sob agitação (180

rpm) (DHOM-LEMOS et al., 2019).

Feita a indução, os inóculos foram centrifugados a 2000 g por 30 min a 4 °C e os

pellets bacterianos foram suspendidos em tampão PBS contendo 30 mM de imidazol e

10 mg de lisozima. A completa  lise  das bactérias foi  realizada por homogeneização

através do equipamento EmulsiFlex-C3  homogenizer (Avestin EmulsiFlex™ C3, Ata

Scientific, AUS). As proteínas recombinantes TcdA, TcdB e a quimera TcdA+TcdB com

fragmentos de histidina em sua porção N-terminal foram purificadas em cromatografia

por  afinidade  pelo sistema AKTAprime plus  (GE Healthcare,  USA),  utilizando-se  a

coluna HisTrap HP Ni+ de 5 mL acoplada ao sistema. A eluição das proteínas ocorreu

em solução contendo tampão PBS e 0,5 M de imidazol, mesma solução utilizada para o

1
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seu armazenamento sob refrigeração  (CASTRO et  al.,  2021;  DHOM-LEMOS et  al.,

2019; FONSECA et al., 2014).

As predição de presença das proteínas, pureza e solubilidade foram realizados por

visualização em gel  SDS-PAGE 10% e  Western Blot  com a utilização de  anticorpo

primário  anti-Histidina.  A quantificação proteica  ocorreu  pelo  método BCA,  com a

utilização do kit BCA protein assay (Thermo Fisher, USA) (CASTRO et al., 2021).

4.1.4. Testes de esterilidade e inocuidade em células

As proteínas recombinantes purificadas foram testadas quanto a sua esterilidade em

caldo tioglicolato e  caldo  sabouraud,  com incubação por  14 dias  em anaerobiose  e

aerobiose  (BRASIL,  1997).  A inocuidade  das  proteínas  foi  testada  em células,  em

triplicata, utilizando-se a linhagem celular VERO (ATCC CCL-81) cultivada em meio

essencial  mínimo  (MEM,  Gibco,  USA)  suplementado  com soro  fetal  bovino  (5%),

penicilina  (40.000UI/mL)  e  estreptomicina  (20.000UI/mL),  realizado  em  triplicata

(HANG’OMBE et  al.,  2000;  SALVARANI et  al.,  2010).  A linhagem celular  (6,0 x

10⁴/poço) foi cultivada em estufa a 37ºC e atmosfera controlada de 5% CO2  utilizando-

se placa de 96 poços (Sarstedt, USA), junto a 160 µL das suspensões proteicas diluídas

em série na base 2 (100 µg, 50 µg, 25 µg e 12,5 µg). A inocuidade foi definida como a

ausência de efeito citotóxico após 72 horas de incubação (SALVARANI et al., 2010).

4.2.  Imunização  de  hamsters  e  análise  da  potência  das  proteínas

recombinantes em um modelo experimental de infecção por C. difficile

A execução desse projeto contou com a aprovação da Comissão de Ética no Uso de

Animais (CEUA/UFMG), protocolo nº 277/2020.

1

2

3
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4.2.1. Local de execução experimento

O estudo em hamsters contou com a participação de cinco grupos experimentais

contendo, em cada grupo, sete fêmeas de hamsters sírios (Mesocricetus auratus) (35

hamsters), com quatro a oito semanas de idade (SILVA et al., 2014a), conforme cálculo

amostral realizado  (CHARAN; KANTHARIA, 2013). Os animais foram inicialmente

acondicionados em grupo, seguido de acondicionamento em gaiolas individuais para a

sua sensibilização e desafio (Figura 4.2.1.1). As gaiolas foram previamente esterilizadas

por autoclavação (121°C/20min) e foram situadas em estantes ventiladas e equipadas

com filtros absolutos do Laboratório de Soros e Vacinas da Escola de Veterinária da

UFMG.  As  gaiolas  foram  cobertas  por  camada  de  maravalha  estéril,  trocada

semanalmente ou bisemanalmente,  e os animais receberam ração e água  ad libidum

estéreis.

1
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Figura  4.2.1.1. Isolador  situado  no  Laboratório  de  Soros  e  Vacinas  da  Escola  de

Veterinária  da  UFMG  e  utilizado  para  o  acondicionamento  individual  dos  animais

sensibilizados e desafiados por C. difficile. Fonte: arquivo pessoal.

4.2.2. Imunização

Os  hamsters  foram  aleatoriamente  selecionados  para  composição  dos  grupos

experimentais, que foram: (i) controle (não vacinado e desafiado); (ii) tratamento AB1;

(iii) tratamento AB2; (iv) tratamento Q1; (v) tratamento Q2. A composição vacinal e

doses utilizadas em cada um dos tratamentos estão contidos na tabela 4.2.2.1. Todos os

1
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grupos  receberam,  em adição  aos  imunizantes/solução  salina,  100  µg  do  adjuvante

hidróxido de alumínio, comumente utilizado em vacinas veterinárias brasileiras.

Tabela 4.2.2.1.  Grupos de hamsters sírios utilizados para avaliação da potência das

vacinas recombinantes das toxinas A e B de C. difficile.

Grupo Inóculo
Composição

vacinal
Dose Desafio

Controle Salina N/A 0,85% Presente

Tratamento AB1 Bivalente
Proteína A +

Proteína B
10 µg Presente

Tratamento AB2 Bivalente
Proteína A +

Proteína B
50 µg Presente

Tratamento Q1 Quimera Proteína AB 10 µg Presente

Tratamento Q2 Quimera Proteína AB 50 µg Presente

A escolha das doses imunizantes foi baseada em trabalhos anteriormente realizados,

em que imunógenos recombinantes de  C. difficile  foram testados em hamsters sírios

(DONALD et al., 2013; SECORE et al., 2017; TIAN et al., 2017; WANG et al., 2012,

2015).  Foram realizados três tempos de imunização subcutânea,  intervalados por 14

dias. A primeira inoculação foi executada uma semana após aclimatação dos animais,

que  foram  observados  diariamente  desde  os  primeiros  dias  após  a  imunização.  A

ocorrência de sinais clínicos nos primeiros dias após as imunizações, como apatia e

menor  consumo  de  alimentos,  bem  como  alterações  no  local  de  inoculação,  foi

cautelosamente observada.
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4.2.3. Produção dos esporos

A avaliação da potência das vacinas recombinantes foi realizado através de desafio

dos hamsters com esporos de C. diffile RT014/020, comumente identificados em suínos

infectados  no  Brasil  (SILVA et  al.,  2014a).  Conforme  o  padronizado  por  YANG e

colaboradores  (2009),  um dois  tubos estéreis  contendo 40 mL de caldo BHI (Brain

Heart  Infusion  Broth,  Difco  Laboratories,  EUA)  foi  utilizado  para  cultivo  em

anaerobiose  (10% H2,  10% CO2,  80% N2)  das  estirpes  a  37ºC por  6  dias.  Após  o

período,  cultura  foi  mantida  por  5  dias  em temperatura  ambiente  e  aerobiose  para

induzir a esporulação do agente. As soluções foram submetidas a centrifugação a 3.000

x g a 4ºC por 30 minutos e posteriormente suspendidas em 5 mL de salina esterilizada a

0,85%,  procedimento  que  foi  repetido  por  6  vezes.  Para  a  eliminação  de  células

vegetativas, a suspensão foi incubada a 70ºC por 20 minutos, seguido de novo protocolo

de centrifugação e suspensão em solução salina (SILVA et al., 2014a; YANG; CROW-

WILLARD; PONCE, 2009).

Os esporos foram avaliados por meio de coloração de Gram. A determinação da

quantidade de unidades formadoras de colônias (UFC) por mL para determinação da

dose infectante ocorreu por diluições seriadas em salina 0,85% na base 10 (variando de

10⁻¹ a 10⁻⁵). As soluções diluídas foram plaqueadas em ágar sangue e incubadas por 48

horas em anaerobiose. Placas contendo 30 a 300 UFC foram contadas e a média de

esporos/mL foi  calculada  (SILVA et  al.,  2014a).  A solução contendo os  esporos  foi

mantida a -20ºC até a sua utilização.

4.2.4. Sensibilização dos hamsters e desafio

Após  14  dias  da  última  imunização,  todos  os  animais  foram  sensibilizados  à

infecção por  C. difficile  com 30 mg/kg de clindamicina pela via intramuscular, para a

1
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depleção de sua microbiota intestinal (OLIVEIRA JÚNIOR et al., 2016). Decorridas 24

horas, os hamsters foram desafiados com 8 x 10⁶ esporos de C. difficile RT014/020 em

100  µL de  solução  salina  via  gavagem  (SILVA et  al.,  2014a).  Os  animais  foram

observados diariamente a cada 6 horas e durante 8 dias.  Manifestações clínicas tais

como apatia, anorexia, pelos arrepiados, postura curva, diarreia (fezes amolecidas na

gaiola e cauda com sujidades indicativas) e morte foram anotados  (KUEHNE et al.,

2010;  SILVA  et  al.,  2014a).  Até  o  oitavo  dia  de  experimento,  os  animais  que

apresentaram sinais graves, tais como relutância ao movimento e estado comatoso, bem

como os animais que não sucumbirem à infecção foram eutanasiados com dose letal de

cetamina 10% (600mg/kg) associado a xilazina 2% (30mg/kg) pela via intraperitoneal

(BRASIL, 2018; KUEHNE et al., 2010). Após a eutanásia ou morte natural, todos os

animais  foram submetidos  à  necrópsia  para  avaliação  das  alterações  macroscópicas

induzidas  pelo  agente,  adicionalmente  a  coleta  de  conteúdo  cecal  e  colônico  para

isolamento e caracterização de C. difficile (OLIVEIRA JÚNIOR et al., 2016). A análise

de proteção dos hamsters e observação do tratamento responsável pela maior sobrevida

após  desafio  pelo  agente  ocorreu  com a  construção de  gráfico  de  sobrevivência  de

Kaplan-Meier, com o auxílio do teste de Mantel-Cox (KISHORE; GOEL; KHANNA,

2010).

4.3.  Imunização de coelhos e suínos e análise da produção de anticorpos

anti-TcdA e anti-TcdB recombinantes por ensaio imunoenzimático

A execução desse projeto contou com a aprovação da Comissão de Ética no Uso de

Animais (CEUA/UFMG), protocolo nº 277/2020.

1

2
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4.3.1. Local de execução dos experimentos

A realização dos estudos com coelhos (raça Nova Zelândia, espécie  Oryctolagus

cuniguluse) ocorreu  no  setor  de  cunicultura  da  Fazenda  Experimental  prof.  Hélio

Barbosa (Escola de Veterinária/UFMG). Os animais ingressaram ao experimento com

aproximadamente  8  semanas  e  foram  acondicionados  em  gaiolas  individuais,

identificadas de acordo com o grupo ao qual pertenciam (Figura 4.3.1.1). Água e ração

foram fornecidos ad libidum.

Figura  4.3.1.1. Acondicionamento individual  e  respectivas identificações de coelhos

Nova  Zelândia  submetidos  a  experimentação,  realizada  no  setor  de  cunicultura  da

Fazenda Experimental Prof. Hélio Barbosa da Escola de Veterinária da UFMG. Fonte:

arquivo pessoal.

1
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Matrizes suínas prenhas da raça Landrace (Sus domesticus) foram utilizadas para a

realização do estudo clínico na espécie alvo, que ocorreu no setor de suinocultura da

Fazenda Experimental prof. Hélio Barbosa (EV/UFMG). As matrizes foram alojadas em

gaiolas individuais acimentadas,  onde recebiam ração conforme a fase gestacional e

água limpa ad libidum.

4.3.2. Imunização e coleta sanguínea dos coelhos

Similarmente ao realizado em hamsters, foram estudados 5 grupos experimentais

contendo 6 coelhos Nova Zelândia (1,5 – 2 kg) em cada. Os grupos foram compostos

por (i) animais controle (não vacinado); (ii) tratamento AB1; (iii) tratamento AB2; (iv)

tratamento Q1 e (v) tratamento Q2. Todos os grupos receberam 100  µg do adjuvante

hidróxido de alumínio em três tempos de imunização subcutânea, intervalados por 14

dias. O grupo controle foi inoculado com solução salina estéril 0,85% (tabela 4.3.2.1). 

Tabela 4.3.2.1. Grupos de coelhos Nova Zelândia utilizados para avaliação da potência

das vacinas recombinantes das toxinas A e B de C. difficile

Grupo Inóculo/imunizante Dose

Controle Salina 0,85%

Tratamento AB1 Bivalente 10 µg

Tratamento AB2 Bivalente 50 µg

Tratamento Q1 Quimera 10 µg

Tratamento Q2 Quimera 50 µg

Anteriormente à cada vacinação, foi coletado sangue venoso de todos os animais a

partir de ramificações da veia auricular, para retirada do soro e posterior titulação de

1
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anticorpos  anti-proteínas  recombinantes.  Quinze  dias  após  a  última  imunização,  os

animais foram sensibilizados e exsanguinados por secção das artérias carótidas e veias

jugulares.  O  soro  foi  separado  por  centrifugação  e  armazenado  a  -20ºC  até  a  sua

utilização  (FAVORETTO;  SEABRA;  OLIVATO,  2019;  SALVARANI  et  al.,  2013)

(Figura 4.3.2.1).

Figura  4.3.2.1. Representação  esquemática  da  imunização  e  coleta  sanguínea  de

coelhos da raça Nova Zelândia para avaliação da presença e títulos de anticorpos anti-

fragmentos recombinantes das toxinas A e B de C. difficile

4.3.3. Imunização ativa e passiva dos suínos

Para  a  imunização  ativa  das  matrizes  suínas,  dose  correspondente  ao  dobro  da

menor  dose  responsável  pela  geração  de  títulos  de  anticorpos  anti-fragmentos

recombinantes das toxinas A e B de  C. difficile  nos coelhos foi utilizada, como será

discutido  adiante.  Conforme  cálculo  amostral  (CHARAN;  KANTHARIA,  2013;

SAMPAIO,  IVAN  BARBOSA MACHADO,  1998) o  estudo  foi  composto  por  três

grupos experimentais contendo 6 animais cada: (i) controle (salina estéril 0,85%); (ii)

tratamento AB e (iii) tratamento Q. As matrizes foram imunizadas com duas doses às 6

e 3 semanas que antecederam o parto pela via intramuscular, em adição a 100  µg de
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hidróxido de alumínio (Figura 4.3.3.1). Anteriormente às inoculações, aproximadamente

10 mL do sangue de cada animal foi coletado pela veia jugular, para obtenção de soro

(Figura 4.3.3.2) (ARTIUSHIN et al., 2013; SALVARANI et al., 2013).

Figura 4.3.3.1. Representação esquemática da imunização e coleta sanguínea de suínos

imunizados para detecção e titulação de anticorpos anti-fragmentos recombinantes das

toxinas A e B de C. difficile

T21

Vacinação
+

Coleta sangue

T42

Coleta sangue
Matrizes e 

leitões

Parto2ª dose1ª dose

T0

Vacinação
+

Coleta sangue

Colostragem

6 e 3 semanas 
anteriores ao parto



59

Figura  4.3.3.2. Contenção  de  matrizes  suínas  Landrace  prenhas  submetidas  a

experimentação, com realização de coleta sanguínea pela veia jugular e imunização via

intramuscular. Imagem obtida do setor de suinocultura da Fazenda Experimental Prof.

Hélio Barbosa da Escola de Veterinária da UFMG. Fonte: arquivo pessoal.

As matrizes tiveram os seus partos assistidos e os leitões conduzidos à colostragem

após a cura de seus umbigos e devida marcação. Em até 72 horas após o nascimento,

seis leitões foram aleatoriamente selecionados de cada matriz, para que coleta sanguínea

das veias cefálica e/ou jugular fossem realizadas (Figura 4.3.3.3). Nesse mesmo tempo,

coleta  sanguínea  das  matrizes  foram  também  executadas,  para  obtenção  do  soro,

detecção  e  titulação  dos  anticorpos  por  ensaios  imunoenzimáticos  (ELISA)

(SALVARANI et al., 2013; TIAN et al., 2012, 2017).
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Figura 4.3.3.3. Coleta  sanguínea  pela  veia  jugular  de  leitão neonato aleatoriamente

selecionado, parido de matriz imunizada com as vacinas Q, AB ou controle. Imagem

obtida do setor de suinocultura da Fazenda Experimental Prof. Hélio Barbosa da Escola

de Veterinária da UFMG. Fonte: arquivo pessoal.

4.3.4. Padronização e execução dos ensaios imunoenzimáticos (ELISA) indireto

Para a padronização dos ensaios enzimáticos indiretos para a detecção das IgG anti-

TcdA, anti-TcdB e anti-TcdAB de coelhos e suínos, uma curva de titulação foi realizada,

para determinação da melhor massa antigênica e diluições dos soros e dos anticorpos

conjugados (DHOM-LEMOS et al., 2019). Em triplicata, placas de 96 poços (Maxisorp,

ThermoFisher, USA) foram sensibilizadas com 0,25 µg, 0,5 µg e 1,0 µg com cada uma

das proteínas recombinantes sintetizadas overnight a 4ºC (COHEN et al., 2014; YANG

1
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et al., 2008). O bloqueio das placas foi realizado com 5% de albumina bovina (BSA) em

PBS 1X. 

Pool de soros de cada um dos grupos de coelhos, em seus respetivos tempos de

coleta, foram diluídos  a 1:50 e 1:100, enquando pool de soros de suínos foram diluídos

de  1:50  a  1:1600.  Imunoglobulinas  anti-IgG  de  coelhos  conjugadas  a  peroxidase

(Sigma-Aldrich,  USA)  foram  diluídas  20.000  e  40.000  vezes  e  testadas,  conforme

recomendação do fabricante. Já as imunoglobulinas anti-IgG de suínos conjugadas a

peroxidase (Sigma-Aldrich, USA) foram diluídas 10.000, 20.000 e 40.000 vezes, em

BSA 2,5% e PBS 1X. A detecção dos anticorpos primários (pool de soros), através da

revelação dos anticorpos conjugados (secundários), ocorreu com a adição de 0.05% de

dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD) e 0.1% de peróxido de hidrogênio (H2O2) em

tampão citrato (DHOM-LEMOS et al., 2019). A absorbância das placas foi mensurada

utilizando leitor de ELISA automatizado (VersaMax, Molecular Devices, USA) a 492

nm. A definição das  massas antigênicas  que foram utilizadas  nos  testes,  bem como

diluição dos soros e anticorpos secundários, baseou-se na maior razão obtida entre pool

de  soros  positivos  (último  tempo  e  pool  de  soro  de  leitões)  e  os  soros  negativos

(controles) (PORTELA et al., 2019). 

4.4. Análises estatísticas

As análises estatísticas e gráficos foram gerados com os programas InfoStat 2020 e

GraphPad 9.0. A curva de sobrevivência de Kaplan-Meier dos hamsters desafiados foi

analisada  pelo  teste  de  Mantel-Cox  (KISHORE;  GOEL;  KHANNA,  2010).  A

homoscedasticidade e  normalidade dos dados referentes aos títulos de anticorpos de

coelhos e suínos frente às proteínas recombinantes TcdA e TcdB foram avaliados com

os  testes  F  e  Shapiro-Wilks,  respectivamente  (SAMPAIO,  IVAN  BARBOSA

MACHADO, 1998). One-Way ANOVA e o pós-teste de Duncan foram empregados em

1
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situações de distribuição normal dos dados. Na ausência de normalidade, mesmo após

transformação logarítmica  (PINO, 2014), dados de mais de dois grupos de animais e

avaliando-se os diferentes tempos foram analisados com o teste de Friedman e pós-teste

de Dunn. Ainda, foram utilizados os testes de Kruskal-Wallis seguido de pós-teste de

Dunn  para  a  avaliação  da  diferença  entre  diferentes  grupos  de  animais  vacinados.

Diferenças entre os resultados foram consideradas significativas quando valor de p  ≤

0,05 (SAMPAIO, IVAN BARBOSA MACHADO, 1998).
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5. RESULTADOS

5.1. Seleção e análises in silico de potenciais alvos vacinais 

Estudos anteriores evidenciaram que fragmentos em repetição na região C-terminal

(CROP ou RBD) das toxinas A e B de C. difficile, estirpe de referência 10403 (ATCC

4325, CD630, RT087), apresentam elevada imunogenicidade e similaridade a nível de

nucleotídeos e  aminoácidos com estirpes de outros ribotipos  (DINGLE et  al.,  2011;

HERNANDEZ et al., 2015; LI et al., 2020; GUPTA et al., 2017; HERNANDEZ et al.,

2017;  HO et  al.,  2005; ORTH et  al.,  2014).  Tais fragmentos foram  selecionados e

submetidos análises in silico para posterior síntese plasmideal e preparo para clonagem

e  expressão  em  E.  coli.  Está  demonstrado  na  figura  5.1.1  parte  das  sequências  de

aminoácidos da região CROP das toxinas A e B de C. difficile que foram submetidas ao

programa Bepipred, para verificação da probabilidade de existência de epítopos para

células B.

a)

1
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b)

Figura 5.1.1. Apresentação parcial das sequências de aminoácidos das toxinas A (a) e B

(b)  submetidas  a  análise  de  predição  de  epítopos  para  linfócitos  B  no  programa

Bepipred 2.0 (CBS, DEN). Regiões com maior probabilidade de antigenicidade (≥ 0,5)

estão marcadas em vermelho.

Em  conformidade  com  os  resultados  vistos  em  trabalhos  anteriores,  regiões

possivelmente antigênicas para células B foram identificadas com as análises realizadas

no  Bepipred.  A  realização  da  etapa  de  otimização  de  100%  das  sequências  de

nucleotídeos resultou na obtenção de códons que melhor expressam as sequencias de

aminoácidos de C. difficile em E. coli, sendo um processo de extrema importância para

que a síntese proteica seja adaptada ao sistema utilizado. A otimização dos códons foi

seguido de conferência dos aminoácidos sintetizados, através do software GCUA 2.0.



65

Foi observado pelo software MAFFT que as sequências de aminoácidos traduzidos

por E. coli são idênticas às sintetizados por C. difficile. Os sítios de restrição presentes e

ausentes  nas  sequências  de  nucleotídeos  dos  fragmentos  de  TcdA e  TcdB  foram

descritos  pelo  programa  Restriction  Analyzer,  a  partir  do  qual  foram  selecionadas

sequencias  contendo  os  sítios  para  NdeI,  NheI,  HindIII  e  XhoI,  que  compuseram,

juntamente à sequencia de nucleotídeos otimizados, os genes sintéticos presentes no

vetor de clonagem pUC57.

Realizada a digestão do vetor de clonagem pUC57, purificação do DNA e inserção

das sequências TcdAB (quimera), TcdA e TcdB aos vetores de expressão pET28a-TEV,

foi realizada a transformação dos respectivos plasmídeos em estirpes Arctic Express

(DE3) e BL21 Star eletrocompetentes.

Clones de Arctic Express e BL21 transformados foram cultivados em ágar 2xYT

contendo  kanamicina  e  selecionados  para  a  confirmação  da  presença  dos  insertos

quimera, TcdA e TcdB. Conforme mencionado anteriormente, a confirmação ocorreu

por PCR da região flanqueadora T7, para observação dos respectivos pesos moleculares

em gel de agarose. A figura 5.1.2 ilustra o gel de agarose dos produtos de cada um dos

clones amplificados por PCR da região T7.
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Figura  5.1.2. Gel  de  agarose  1,5% dos  produtos  de  amplificação  dos  primers T7

forward e  T7  reverse  de  clones  de  BL21Star  selecionados  em  meio  2xYT  com

kanamicina. Canaleta 1: 1kb DNA ladder (Kasvi, BRA); canaletas 2 a 11: amplicons de

clones com peso molecular sugestivos de TcdA (1500pb);  canaleta 12:  sugestivo de

TcdB (800pb); canaleta 13: sugestivo de TcdA+TcdB (quimera) (2300pb); canaleta 14:

controle negativo (ausência de inserto).

5.2. Produção e caracterização das vacinas recombinantes

Testes de expressão das proteínas recombinantes em clones dos hospedeiros E. coli

Arctic  Express  (DE3)  e  BL21Star  foram  realizados.  Conforme  os  resultados,  a

expressão  de  TcdB  em  sua  fração  solúvel  foi  observado  em  BL21,  hospedeiro  de

expressão comumente utilizado em escalas industriais  (PACHECO et al., 2012). Já a

proteína quimérica TcdAB, bem como TcdA, foram expressas em sua fração solúvel

apenas  em Arctic  Express.  Na figura  5.2.1  estão  demonstrados  gel  de  SDS 10% e

membrana de Western Blotting de cada uma das proteínas sintetizadas. 

a)

1
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b) 

Figura 5.2.1. a) Western blotting das proteínas recombinantes produzidas por Arctic

Express após revelação de anticorpo conjugado anti-Histidina.  Canaleta 1:  Precision

Plus Protein™ Unstained Protein Standards (10 – 250 kD) (Bio-rad, USA); canaleta 3:

TcdA (57 kDa); canaletas 5 e 7: TcdA+TcdB (quimera, 89 kDa); canaleta 10: controle

positivo (75 kDa). b) Gel SDS 10% das proteínas produzidas por BL21 Canaleta 1:

Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standards (10 – 250 kD) (Bio-rad, USA);

canaletas 2 a 9: proteínas TcdB (32 kDa) destacadas em vermelho; canaleta 10: controle

positivo (75 kDa, proteína KDDR).

Uma  elevada  taxa  de  recuperação  das  proteínas  foi  observada  através  de

cromatograma gerado pelo sistema AKTAprime plus durante o processo de purificação,

(Figura 5.2.2), bem como pela quantificação utilizando o kit BCA protein assay. Nesse

sentido, rendimentos de aproximadamente 2,546 mg de TcdAB (quimera), 29,652 mg de

TcdA e 3,309 mg de TcdB para cada litro de inóculo bacteriano foram obtidos.
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a)

b)

c)
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Figura 5.2.2 Perfil cromatográfico obtido na purificação das proteínas recombinantes

TcdAB (5.2 a) TcdA (5.2 b) e TcdB (5.2 c). A proteínas purificadas estão demonstradas

em azul,  com setas  apontando os  picos  da  recuperação proteica.  Os picos  ocorrem

minutos após a injeção da concentração máxima de solução eluente contendo imidazol,

representada em amarelo.

Além de elevado rendimento,  as proteínas sintetizadas apresentaram esterilidade

aos testes em aerobiose e anaerobiose,  bem como inocuidade em  6,0 x 10⁴/poço de

células  Vero  em até  25  µg de  TcdAB e  50  µg de  TcdB e  TcdA após  72  horas  de

incubação.  Como será descrito adiante,  os animais que receberam estas vacinas não

apresentaram alterações clínicas nos primeiros 7 dias após as inoculações, atestando a

inocuidade das vacinas em modelos animais.

5.3. Testes pré-clínicos

5.3.1 Análise de potência em hamster sírio

Todos os hamsters permaneceram saudáveis e sem alterações clínicas após as três

doses  de  imunizantes  até  o  seu  desafio,  demonstrando  a  inocuidade  das  vacinas

recombinantes em modelos animais. Os animais permaneceram saudáveis, ainda, até o

momento do desafio, inclusive os de grupo controle e 24 h após a sensibilização, o que

demonstrou  a  provável  ausência  do  agente  no  ambiente  e  consequente  ausência  de

infecção dos animais anteriormente à gavagem.

Realizado o procedimento de indução a infecção dos animais com 8 x 10⁶ esporos

em solução salina,  alguns  animais  apresentaram sinais  clínicos  relacionados a  ICD,

como diarreia  aquosa  (vista  principalmente  por  sujidades  indicativas  na  cauda),  em

aproximadamente  36  horas  após  a  indução.  Com  evolução  para  apatia,  anorexia  e

postura curva, com ou sem ocorrência de diarreia, tais sinais foram inicialmente vistos

1

2
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em animais dos grupos controle, AB1, AB2 e Q2. Dois dias após a infecção, os sinais já

eram observados em animais de todos os grupos, havendo nesse período a morte natural

ou eutanásia de aproximadamente 68% dos hamsters. Cinco dias após a infecção, todos

os animais já haviam sucumbido à doença (Figura 5.3.1).

Figura 5.3.1 Curva de sobrevivência de Kaplan-Meier de diferentes grupos de hamsters

sírios controle (C) e imunizados com as vacinas bivalente contendo 10µg (AB1) e 50 µg

(AB2) e quimera com 10 e 50 µg (Q1 e Q2, respectivamente), desafiados por C. difficile

(RT  014/020)  e  observados  durante  8  dias.  O  teste  de  Mantel-Cox  não  apontou

diferenças  significativas  entre  as  curvas  de  sobrevivência  dos  diferentes  grupos

avaliados (p ≥ 0,05).

Além  dos  sinais  clínicos  sugestivos  de  infecção  por  C.  difficile,  lesões

macroscópicas características da infecção em hamsters (KEEL; SONGER, 2006; SILVA

et al., 2014a) foram também observadas à necropsia, conforme ilustrado na figura 5.3.2.
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Figura  5.3.2. Hamster  sírio  desafiado  por  C.  difficile  e  eutanasiado.  Cavidade

abdominal de hamster desafiado por  C. difficile.  Alças cecais tumefeitas com serosa

difusamente hemorrágica. Foi observado líquido serosanguinolento no lúmen, sugestivo

de tiflite hemorrágica. Fonte: arquivo pessoal

5.3.2. Análise de resposta imune humoral em coelhos Nova Zelândia

Todos os  coelhos  amostrados  permaneceram  saudáveis,  sem  alterações  clínicas

após  as  três  doses  de  imunizantes,  até  a  finalização  do  experimento.  Dado  a

discrepância dos dados de absorbância entre os diferentes grupos amostrados, mesmo

após transformação logarítmica, as análises estatísticas foram realizadas com o teste de

Friedman (dados pareados) ou Kruskal-Wallis, análises não-paramétricas alternativas à

ANOVA.  Todos  os  grupos  de  animais  imunizados  com  as  vacinas  recombinantes

bivalente  e  quimérica,  no  tempo  0  (dia  da  primeira  inoculação),  apresentaram

absorbância  estatisticamente  igual  aos  quatro  tempos  analisados  do  grupo  controle

(salina + hidróxido de alumínio).

1
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Ainda com relação aos tempos de imunização, ao analisar-se os soros dos animais

frente ao antígeno A e B, não foram observadas diferenças entre os tempos 14 e 42 (14

dias após a primeira e terceira doses, respectivamente) Figura 5.3.2.1.

a)

b)

*

**

**

*
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Figura  5.3.2.1. Absorbância  (OD  492  nm)  de  IgG  anti-TcdA  (a)  e  anti-TcdB

recombinantes (b) dos grupos de coelhos imunizados com as vacinas bivalente contendo

10µg (AB1) e 50 µg (AB2) e quimera com 10 e 50 µg (Q1 e Q2, respectivamente) nos

tempos  0,  14,  28  e  42  avaliados  por  ELISA  indireto.  Dados  de  absorbância

demonstrados em medianas e CI95%.* Diferenças significativas entre diferentes tempos

(p ≤ 0,05) pelo teste de Friedman.

Em  relação  à  composição  dos  imunógenos,  não  foram  observadas  diferenças

significativas entre as vacinas recombinantes bivalente e quimérica, tampouco entre as

diferentes doses administradas (10 e 50 µg), conforme demonstrado nas figuras 5.3.2.2.

a)                                                                               b)

Figura  5.3.2.2. Absorbância  (OD  492  nm)  de  IgG  anti-TcdA  (a)  e  anti-TcdB

recombinantes  (b)  dos  grupos  de  coelhos  controle  e  imunizados  com  as  vacinas

bivalente contendo 10µg (AB1) e 50 µg (AB2) e quimera com 10 e 50 µg (Q1 e Q2,

respectivamente)  avaliados  por  ELISA  indireto.  As  barras  presentes  no  eixo  X

representam  dados  obtidos  dos  tempos  0,  14,  28  e  42.  Dados  de  absorbância

demonstrados  em  medianas  e  CI95%.  *  Diferenças  significativas  entre  grupos

vacinados AB e Q nas doses de 10 e 50 µg (p ≤ 0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis.

* *
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5.4. Testes clínicos em suínos e análise da imunização passiva

Similarmente  ao  observado  nos  coelhos,  todos as  matrizes  suínas  amostradas

permaneceram saudáveis, sem alterações clínicas após as duas doses dos imunizantes

bivalente AB, quimera e grupos controle em adição ao hidróxido de alumínio.

As análises dos dados referentes à resposta imune das matrizes e leitões neonatos

contra  a  proteína  recombinante  TcdA por  ELISA indireto  ocorreu  com  o  teste  de

Kruskal-Wallis.  O  mesmo  ocorreu  com  dados  gerados  após  análises  utilizando  a

proteína TcdB, com exceção dos títulos de anticorpos em soro obtido das matrizes, que

apresentaram distribuição normal e foram analisados por ANOVA seguido de pós teste

de Duncan (CV = 29,7%).

Conforme o gráfico ilustrado na figura 5.4.1.a), composto pela absorbância no soro

das matrizes imunizadas com as vacinas recombinantes bivalente (AB) e quimera (Q)

em todos os tempos (0, 21 e 42), foram observados títulos de anticorpos estatisticamente

diferentes  entre  todos  os  grupos  frente  ao  antígeno  TcdA,  com  o  grupo  controle

apresentando absorbância inferior aos grupos vacinados e matrizes imunizadas com a

vacina quimérica apresentando maiores títulos de anticorpos se comparadas às matrizes

imunizadas com AB. Por outro lado, matrizes inoculadas com ambos imunizantes AB e

Q apresentaram títulos de anticorpos similares e estatisticamente superiores ao grupo

controle frente ao antígeno TcdB (Figura 5.4.1.b).

1
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a)                                                                 b)

                                                                      

Figura  5.4.1. Absorbância  (OD  492  nm)  de  IgG  anti-TcdA  (a)  e  anti-TcdB

recombinantes (b) dos grupos de matrizes suínas controle e imunizadas com as vacinas

bivalente (AB) e quimera (Q) avaliados por ELISA indireto. As barras presentes no eixo

X representam dados obtidos dos tempos 0, 21 e 42. *  Diferenças significativas entre

diferentes  grupos  (p  ≤ 0,05)  pelo  teste  de  Kruskal-Wallis  (dados  demonstrados  em

medianas e CI95%) (figura 5.4.1.a) ou ANOVA (dados demonstrados em médias ± SD

(figura 5.4.1.b).

Em  contraste  com  os  resultados  observados  nas  matrizes  suínas,  os  leitões

passivamente  imunizados  contra  das  toxinas  A  e  B  de  C.  difficile  via  colostro

apresentaram títulos de anticorpos superiores aos animais do grupo controle analisando-

se ambos os antígenos TcdA e TcdB (Figura 5.4.2).

*

**

***
*

**
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a)                                                                              b)

Figura  5.4.2. Absorbância  (OD  492  nm)  de  IgG  anti-TcdA  (a)  e  anti-TcdB

recombinantes (b) dos grupos de leitões controle e imunizados com as vacinas bivalente

(AB) e quimera (Q) avaliados por ELISA indireto. Dados demonstrados em medianas e

CI95%.  *  Diferenças  significativas  entre  diferentes  grupos (p  ≤ 0,05)  pelo  teste  de

Kruskal-Wallis.

Foi realizado, ainda, análises em que foram comparados os títulos de anticorpos

detectados nas matrizes suínas nos tempos 21 e 42 e nos leitões neonatos. Similarmente

a análises anteriores, os animais dos grupos controle apresentaram títulos de anticorpos

inferiores aos demais grupos frente aos antígenos recombinantes A e B (Figura 5.4.3).

Apesar de valores de absorbâncias estatisticamente similares entre soros de leitões e

matrizes vacinadas com Q e AB, o que se observa descritivamente é um maior título de

IgG anti-TcdA e anti-TcdB em leitões passivamente imunizados com a vacina quimérica

se comparado à resposta induzida por AB, similar ao observado nas análises anteriores.

**

*

**

*
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a)

b)

Figura  5.4.3. Absorbância  (OD  492  nm)  de  IgG  anti-TcdA  (a)  e  anti-TcdB

recombinantes (b) dos grupos de leitões e matrizes suínas controle e imunizados com as

vacinas bivalente (AB) e quimera (Q) avaliados por ELISA indireto. As barras presentes

no eixo X representam dados obtidos de matrizes nos tempos 21, 42 e leitões neonatos.

**
***

*

**

***

*
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Dados demonstrados em medianas e CI95%. * Diferenças significativas entre diferentes

grupos (p ≤ 0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis.
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6. DISCUSSÃO

Por ser um microrganismo formador de esporos que pode se disseminar e perpetuar

no ambiente por longos períodos, a prevenção da infecção por C. difficile deve ocorrer,

idealmente,  por  métodos  imunoprofiláticos  (SILVA;  GUEDES;  LOBATO,  2012).  A

imunização passiva de leitões neonatos  para a  prevenção da ICD se faz necessária,

ainda, pela maior susceptibilidade deste hospedeiro à infecção, dada a sua microbiota

imatura (KEEL; SONGER, 2006). É demonstrado que a presença de imunoglobulinas

anti-TcdA e anti-TcdB sistêmicas, bem como presentes no lúmen intestinal de suínos,

podem ser capazes de promover a neutralização das toxinas A e B (SILVA; COHEN et

al., 2014; STEELE et al., 2013; TIAN et al., 2017)  e consequentemente reduzindo as

perdas produtivas causadas pelo agente na produção suinícola.

A utilização de  E. coli como sistema para produção de proteínas recombinantes é

amplamente difundida nos meios acadêmico e industrial  (KAUR; KUMAR; KAUR,

2018; PACHECO et al., 2012). A rápida taxa de replicação do agente, adicionalmente a

sua  elevada produtividade  e  potencial  alto  rendimento de produção proteica em um

curto espaço de tempo e a baixos custos associados à sua manutenção torna esse sistema

altamente vantajoso, motivo pelo qual foi optada a sua utilização para a produção das

vacinas recombinantes no presente estudo  (CID; BOLÍVAR, 2021; KAUR; KUMAR;

KAUR, 2018; SAHDEV; KHATTAR; SAINI, 2007).

Ao analisarem as sequencias nucleotídicas de TcdA e TcdB,  Li e colaboradores

(2020) relataram identidades que variam de 98% a 99,1% entre sequências completas de

TcdA e variação de 86,1% a 99,1% entre  TcdB de diversos  ribotipos  de relevância

clínica analisados, como RT014/020, RT126, RT078 e RT027. Os autores ressaltam que

a maior variabilidade identificada em TcdB concentra-se em seus domínios enzimáticos,
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situados na porção central da toxina. Interessantemente, toxinas A e B de estirpes do

ribotipo RT014/020, comumente isoladas em suínos no Brasil,  apresentaram elevada

identidade com a cepa CD630 (99,7%) (LI et al., 2020). 

Dada a neutralização por anticorpos que se ligam à região C-terminal em testes

utilizando  toxinas  A e  B  da  estirpe  CD630,  bem  como  a  demonstrada  reatividade

cruzada dessas toxinas entre cepas de diversos ribotipos  (HERNANDEZ et al., 2015),

foram  selecionados  para  a  execução  do  presente  estudo  sequências  C-terminais  de

aminoácidos  da  referida  estirpe  (BABCOCK  et  al.,  2006;  COHEN  et  al.,  2014;

HUSSACK et al., 2011; LI et al., 2020; ORTH et al., 2014; TIAN et al., 2012, 2017).

Conforme demonstrado, os resultados de predição de epitopos em células B das

sequencias  analisadas  corroboraram  os  dados  previamente  publicados,  em  que  são

descritos a antigenicidade e imunogenicidade dos fragmentos CROP, capazes de induzir

a  produção  de  resposta  imune  protetora  em  roedores  (BABCOCK  et  al.,  2006;

HERNANDEZ et al., 2017; MAYNARD-SMITH et al., 2014; TIAN et al., 2017).

A otimização de 100% dos códons e expressão proteica em BL21 e Arctic Express

possibilitou a aquisição de grandes massas proteicas já expressas em sua fração solúvel,

otimizando o processo de produção, haja visto que a formação de corpos de inclusão

insolúveis  resultariam  a  necessidade  de  etapas  solubilização  e  consequente  menor

rendimento proteico final (KAUR; KUMAR; KAUR, 2018). A formação de agregados

insolúveis  geralmente  são  consequência  do  enovelamento  incorreto  ou  parcial  das

proteínas  (FEIGE et al., 2008; KAUR; KUMAR; KAUR, 2018), que pode ser gerado

pela maior complexidade proteica, por elevadas taxas de expressão em um curto espaço

de tempo ou mesmo a natureza hidrofóbica das proteínas  (KAUR; KUMAR; KAUR,

2018; VALLEJO; RINAS, 2004). Conforme explorado anteriormente, a co-expressão de

chaperoninas  por  Arctic  Express  atuam  auxiliando  em  um  correto  enovelamento
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proteico,  através  de  sua  ligação  transiente  aos  domínios  hidrofóbicos  presentes  na

sequência,  com  prevenção  a  formação  dos  agregados  insolúveis  (GOTTESMAN;

WICKNER;  MAURIZI,  1997;  KAUR;  KUMAR;  KAUR,  2018;  ROZEMA;

GELLMAN, 1995).

A utilização de  E. coli  é também vantajosa no presente estudo por se  tratar da

expressão  de  fragmentos  proteicos  bacterianos,  compatibilidade  entre  hospedeiro  e

produto  que  também  podem  ter  influenciado  na  elevada  massa  antigênica  solúvel

produzida  (CID;  BOLÍVAR,  2021;  SAHDEV;  KHATTAR;  SAINI,  2007).  Como

consequência,  obteve-se  um  produto  altamente  rentável,  cujos  custos  associados  à

manutenção do sistema de produção são considerados baixos. A engenharia genética e

produção de  proteínas recombinantes  utilizando sistemas heterólogos mostra-se  uma

ferramenta cada vez mais eficaz para a geração de compostos antigênicos rapidamente e

em amplas quantidades (CID; BOLÍVAR, 2021). Se tratando de toxinas de C. difficile,

esse sistema pode ser considerado ainda mais vantajoso, uma vez que a síntese de TcdA

e TcdB nativos apresenta inúmeras limitações, tais como o baixo rendimento, processo

de purificação dispendioso e muitas vezes ineficaz, bem como o risco relacionado à

manipulação do agente e suas toxinas ativas (DONALD et al., 2013; KARCZEWSKI et

al., 2014; WANG et al., 2012; YANG et al., 2008).

Sabe-se  da  elevada  sensibilidade  clínica  do  ensaio  de  toxicidade  em  células,

especialmente da linhagem celular Vero, que é também altamente susceptível às toxinas

A e B de C. diffile (KUEHNE et al., 2010). O padrão de citotoxicidade causado pelas

frações enzimáticas de  TcdA e TcdB é caracterizado pelo efeito  de  arredondamento

celular, em decorrência das lesões provocadas no citoesqueleto e consequente perda de

sua morfologia (CHANDRASEKARAN; LACY, 2017; KEEL; SONGER, 2011). Como

descrito,  esse  padrão  não  foi  observado  no  ensaio  de  inocuidade  em células  Vero,



82

tampouco foi observado o efeito citotóxico sobre os hospedeiros de expressão proteica

(E. coli), que foram capazes de sintetizar elevadas concentrações das proteínas. Dessa

forma, mesmo a proteína recombinante quimérica tendo apresentado efeito citotóxico

com 50 µg de massa antigênica, optou-se pela realização dos ensaios em hamsters e

coelhos com a utilização dessa como dose máxima, em conformidade com o empregado

em ensaios anteriores (DONALD et al., 2013; SECORE et al., 2017; TIAN et al., 2012,

2017; WANG et al., 2012).

A infecção por  C. difficile  em hamsters é comumente fulminante, com ocorrência

de quadro hiperagudo da infecção que pode resultar em morte dos animais mesmo antes

da  ocorrência  de  alterações  clínicas  (BEST;  FREEMAN;  WILCOX,  2012;  KEEL;

SONGER,  2006),  similarmente  ao  observado  no  presente  estudo.  A escolha  pela

utilização de hamster sírio como modelo para a infecção por C. difficile é classicamente

realizada para estudos de patofisiologia e virulência da cepa,  em função da elevada

susceptibilidade do hospedeiro à ICD se comparado a outras espécies animais (BEST;

FREEMAN; WILCOX, 2012; BRUXELLE; PÉCHINÉ; COLLIGNON, 2018; KEEL;

SONGER, 2006; SILVA et al., 2014a). 

Trabalhos relatam a possibilidade de infecção de hamsters pelo agente mesmo com

a inoculação de pequenas dosagens de antimicrobianos, como clindamicina, ampicilina,

cefuroxima  e  fluoroquinolonas  (BEST;  FREEMAN;  WILCOX,  2012;  KEEL;

SONGER,  2006;  LARSON;  BORRIELLO,  1990),  sendo 10²  UFC  de  C.  difficile  o

suficiente  para indução de doença fatal  nessa espécie  (KARCZEWSKI et  al.,  2014;

ROBERTS et al., 2012; SECORE et al., 2017; SILVA et al., 2014a; TIAN et al., 2017;

WANG et  al.,  2012).  Nesse sentido,  a  elevada dose infectante  utilizada no presente

estudo (8 x 10⁶) e possível elevada produção de toxinas pode ter contribuído com a

elevada  mortalidade  e  em  curto  espaço  de  tempo,  sendo  uma  possível  proteção
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conferida pelas vacinas recombinantes quimera (Q) e bivalente (AB) insuficientes nesse

modelo, o que também já foi relatado e sugerido anteriormente (WANG et al., 2015).

Tamanha susceptibilidade torna o emprego de ensaios clínicos utilizando hamsters

um desafio, sendo necessária a conferência de elevada resposta imune protetora para

que os animais não desenvolvam a doença. Por outro lado, a ausência de proteção nessa

espécie animal não necessariamente significa que outras espécies, menos susceptíveis

ao agente, não se tornem protegida com o emprego das vacinas dentro dos esquemas

previstos. É o caso, por exemplo, de hospedeiros como camundongos, coelhos, suínos

ou  mesmo  seres  humanos,  que  geralmente  não  apresentam  quadro  hiperagudo  da

infecção  e  cujas  alterações  clínicas  são  menos  graves  (CURRY,  2017;  KEEL;

SONGER, 2006; SILVA; GUEDES; LOBATO, 2012).

Nesse sentido, experimentos para a avaliação da resposta imune contra C. difficile

e/ou seus principais fatores de virulência foram anteriormente realizados em coelhos

(COX et al., 2013; LIBBY; WILKINS, 1982). Coelhos Nova Zelândia são amplamente

utilizados em ensaios clínicos e reconhecidos por apresentarem elevada resposta imune

frente aos inóculos vacinais, sendo um bom modelo de triagem para ensaios posteriores

ou mesmo como alternativa para a avaliação da potência de imunógenos, além de seu

fácil manejo e manipulação (CAO et al., 2020; FRFRICHS; GRAY, 1975; KIROS et al.,

2012; SALVARANI et al., 2013). No presente estudo, os coelhos tiveram a sua resposta

imune humoral avaliada frente às diferentes massas antigênicas das vacinas bivalente e

quimera, para posterior realização de ensaios e avaliação em suínos. 

Para  avaliação  da  conferência  de  resposta  imune  específica  contra  o  patógeno

estudado, incluindo anticorpos anti-toxinas A e B de  C. difficile,  é comum que sejam

realizados ensaios imunoenzimáticos indiretos para mensuração de imunoglobulinas G

(CHEN et al., 2014; TAN et al., 2012; TIZARD et al., 2010). Dada a maior pureza,
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estabilidade e rendimento na produção das proteínas recombinantes se comparado às

duas exotoxinas TcdA e TcdB nativas de C. difficile, (COHEN et al., 2014; YANG et al.,

2008), optou-se pela utilização dos fragmentos recombinantes de A e B pra realização

dos ensaios imunoenzimáticos após a vacinação, igualmente ao utilizado em trabalhos

anteriores (CHEN et al., 2015; ROMANO et al., 2012).

A ausência de elevadas taxas de absorbância (OD 492nm) no grupo controle, bem

como no tempo 0 em todos os grupos vacinados, demonstra a ausência de anticorpos

detectáveis anti-toxinas A e B de C. difficile previamente à imunização dos animais. Em

consequência,  sugere-se  a  ausência  de  contato dos  coelhos  com o agente  e/ou  seus

produtos durante a execução do experimento, indicando que os anticorpos detectados

posteriormente são consequência da indução vacinal. Nesse sentido, é de se destacar a

elevada resposta  primária  observada 14 dias  após  a  aplicação da primeira  dose  das

vacinas  quiméricas  e  bivalentes,  especialmente  quando  se  analisa  a  resposta  imune

frente  a  TcdA. Estudos anteriores  conduzidos  em camundongos e  hamsters também

demonstraram maiores títulos de anticorpos frente a alvos recombinantes e toxoides A

de  C. difficile  se comparado a TcdB, porém sem interferências na proteção conferida

pelos imunógenos (GHOSE et al., 2013; TIAN et al., 2012, 2017).

A elevada absorbância no tempo 28 (posterior à segunda dose) em todos os grupos

refletiu maiores títulos de anticorpos neste momento em comparação ao grupo controle,

tempos 0, 14 ou mesmo grupo 42, quando considera-se a resposta frente a TcdA e TcdB.

Tal fato sinaliza a indução da resposta imune secundária à segunda exposição antigênica

(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2014) e corrobora as análises in silico das sequências

de aminoácidos de porção C-terminal de TcdA e TcdB realizadas no programa BepiPred

2.0, em que foram visualizadas a presença de regiões possivelmente antigênicas para os

linfócitos B. Ainda, há concordância  com dados anteriores, que utilizaram fragmentos
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recombinantes  de  TcdA e  TcdB  similares  ao  do  presente  estudo  para  avaliação  da

resposta imune em modelos animais  (BABCOCK et al., 2006; HERNANDEZ et al.,

2017; KINK; WILLIAMS, 1998; MAYNARD-SMITH et al., 2014; TIAN et al., 2017).

Ainda, a ausência de diferença estatística entre os grupos vacinais de coelhos nos

tempos 14 e 42 frente aos antígeno A e B, conforme demonstrado nas figuras  5.3.2.1,

demonstra  que  apenas  duas  doses  vacinais  são  suficientes  para  que  os  títulos  de

anticorpos atinjam o platô frente a todas as vacinas e doses testadas, o que é similar ao

observado em outros estudos (DONALD et al., 2013; LUO et al., 2019, p. 201; TIAN et

al.,  2012).  A queda  na  absorbância  no  tempo 42 em todos os  esquemas  vacinais  e

antígenos avaliados nesses animais (IgG anti-TcdA e IgG anti-TcdB) não é incomum e

já foi observado anteriormente  (TIAN et al., 2012), podendo decorrer da formação de

imunocomplexos  contendo  antígenos  vacinais  utilizados  na  terceira  dose  e  as

imunoglobulinas  circulantes,  resultando  em  menores  títulos  de  IgG  detectáveis  ao

ELISA (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2014).

Os  títulos  de  anticorpos  similares  frente  a  utilização  das  composições  vacinais

quimérica  e  bivalente  nos  coelhos  indica  que  ambas  são  imunogênicas  e,  portanto,

permite  inferir  que  a  utilização do imunógeno Q seja  melhor  do  ponto  de  vista  de

produção e formulação do imunizante em escala industrial. Ainda, a resposta humoral

similar empregando as diferentes doses antigênicas permite inferir que pelo menos 10

µg são suficientes para a indução de resposta imune no hospedeiro, conferindo maior

rendimento do produto com o emprego de menor massa antigênica. É sabida a maior

imunogenicidade  de  antígenos  proteicos,  que  tendem a  induzir  potente  ativação  de

células B, o que possivelmente está relacionado à elevada resposta imune observada em

ambas  as  composições  e  mesmo utilizando-se  da  massa  proteica  inferior  (ABBAS;

LICHTMAN; PILLAI, 2014).  Dado os resultados, optou-se pela experimentação em
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suínos  com  as  duas  composições  vacinais  utilizando-se  o  dobro  da  menor  massa

antigênica que conferiu indução da imunidade em coelhos, equivalente a 20 µg, dado a

maior capacidade de resposta imunológica dos coelhos em relação a animais de maior

porte (FERREIRA et al., 2018; 2019; SALVARANI et al., 2013).

Estudos previamente conduzidos em suínos demonstraram a proteção dos animais

desafiados por estirpes toxigênicas de  C. difficile  na presença de IgG sérica contra as

toxinas A e B (COHEN et al., 2014; SPONSELLER et al., 2014; STEELE et al., 2013a,

2013b).  A  atividade  neutralizante  dessas  imunoglobulinas  é  associada  à  menor

ocorrência e/ou gravidade da infecção nos animais neonatos  (STEELE et al.,  2013a;

COHEN et al., 2014; SPONSELLER et al., 2014), motivo pelo qual o último objetivo

deste estudo baseou-se na quantificação de IgG em suínos ativamente e passivamente

imunizados.

A imunização ativa das matrizes suínas com 20 µg de cada uma das composições

antigênicas resultou em indução à resposta contra as proteínas recombinantes A e B de

C.  difficile,  cujos  dados  de  absorbância  sugerem a  presença  de  elevados  títulos  de

imunoglobulinas  G  no  soro  dos  animais  imunizados  em comparação  aos  de  grupo

controle, especialmente frente a TcdA.  Conforme observado em trabalhos anteriores e

nos resultados obtidos em coelhos, é esperado que sejam obtidos menores títulos de

anticorpos anti-TcdB se comparado a TcdA, que possivelmente é  mais imunogênico

(GHOSE et al., 2013; TIAN et al., 2012, 2017). A maior reatividade à proteína TcdA foi

evidenciada  principalmente  em  matrizes  suínas  imunizadas  com  o  antígeno  Q,

indicando  indução  de  resposta  imune  superior  à  vacina  bivalente  e  portanto  maior

circulação de IgG anti-TcdA nesses animais.

Similarmente  ao  observado  nas  porcas,  os  leitões  que  receberam  colostro  das

matrizes imunizadas com as vacinas AB e Q apresentaram títulos de anticorpos anti-
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TcdA e  anti-TcdB superiores  aos  do grupo controle.  Tal  achado sugere,  portanto,  a

aquisição passiva da imunidade contra as toxinas A e B de C. difficile dos leitões através

do colostro advindo de porcas vacinadas com ambos os antígenos, com potencial de

proteção contra os principais fatores de virulência do agente em seu período de maior

susceptibilidade  à  infecção,  correspondente  aos  primeiros  10  dias  de  vida  (CRUZ

JUNIOR et al., 2013; KEEL; SONGER, 2006; SILVA; GUEDES; LOBATO, 2012). As

análises representadas nas figuras 5.4.2. demonstraram, ainda, a ausência de diferenças

significativas entre os títulos de anticorpos presentes nos soros dos leitões passivamente

imunizados  com as  vacinas  Q e  AB.  Nesse  sentido,  similarmente  ao  abordado  nos

resultados obtidos em coelhos, pode-se inferir que a imunização dos animais com a

vacina Q é mais vantajosa, dado a maior facilidade de síntese de apenas um produto e a

sua formulação em escala industrial. 

Dessa forma, é possível sugerir que a inoculação em duas doses de 20 µg da vacina

recombinante Q, juntamente ao adjuvante hidróxido de alumínio em matrizes suínas ao

final de gestação, seja capaz de induzir uma resposta imune humoral contra as toxinas A

e B de C. difficile. Ainda, que anticorpos contra as toxinas no soro desses animais são

passivamente transferidos a leitões neonatos através da colostragem e absorvidos pelo

epitélio  intestinal  em  suas  primeiras  horas  de  vida  (BASTOS;  BOMBASSARO;

MACIAG, 2022; TIZARD, 2014), demonstrado pela presença de IgG anti-TcdA e anti-

TcdB séricos com até 72h após o nascimento.

Estudos  futuros  são  necessários  para  a  avaliação da  atividade  neutralizante  das

imunoglobulinas detectadas nos leitões frente às toxinas A e B nativas de  C. difficile,

como  através  de  ensaios  de  citoxicidade  em  células  Vero  ou  HT29

(CHANDRASEKARAN; LACY, 2017; GUPTA et al., 2017; SILVA et al., 2011). Ainda,

são  necessários  estudos  para  avaliar  se  a  possível  atividade  neutralizante  desses
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anticorpos é capaz de conferir proteção aos animais expostos ao agente toxigênico e/ou

seus  fatores  de  virulência,  com redução  das  perdas  relacionadas  à  ICD em leitões

neonatos. Dados relacionados principalmente à redução no ganho de peso dos animais

neonatos  afetados  representam  consideráveis  perdas  na  cadeia  produtiva  de  suínos

(SILVA;  GUEDES;  LOBATO,  2012;  SONGER;  UZAL,  2005;  WEESE,  2020a).  A

obtenção de uma vacina recombinante eficaz para a prevenção ou controle da infecção

por C. difficile em leitões significaria um importante avanço na produção suína nacional

e  internacionalmente.  Tal  fato  é  dado  às  facilidades  relacionadas  a  produção  de

proteínas imunógenas em sistemas heterólogos  (CID; BOLÍVAR, 2021) e a demanda

para o controle do agente em planteis suínos, potencializada pela possível relação entre

organismo  em  sistemas  de  produção  animal  e  a  crescente  incidência  de  casos

comunitários  em seres  humanos  (KNIGHT;  RILEY,  2019;  LIM;  KNIGHT;  RILEY,

2019; MOLONEY et al., 2021; TSAI et al., 2021).
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7. CONCLUSÕES

O presente estudo, que objetivou a seleção de fragmentos antigênicos das toxinas A

e  B  de  C.  difficile,  o desenvolvimento  de  vacinas  recombinantes  e  a  realização de

ensaios  pré-clinicos  e  clínico  na  espécie  alvo  (suínos),  demonstrou  que,  apesar  da

ausência de proteção em um modelo hamster, as vacinas sintetizadas foram capazes de

induzir a produção de anticorpos anti-TcdA e anti-TcdB em coelhos imunizados. Ainda,

as proteínas recombinantes sintetizadas foram capazes de induzir títulos de anticorpos

contra as proteínas A e B em matrizes suínas, imunoglobulinas que foram passivamente

transferidos aos leitões colostrados.



90

8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Perspectivas futuras com os dados obtidos com o presente estudo são a verificação

da eficácia das vacinas AB e principalmente Q na espécie alvo. Tal observação pode

ocorrer  por  estudos  que  envolvam  a  observação  da  atividade  neutralizante  dos

anticorpos produzidos contra as toxinas nativas A e B de  C. difficile;  a manifestação

clínica e/ou lesões macroscópicas e microscópicas em leitões imunizados e desafiados

pelo agente, ou mesmo situados em uma granja sabidamente positiva e afetada pelo

agente. Ainda, pode-se avaliar a proteção conferida pelos imunógenos sintetizados em

comparação com a vacina comercialmente disponível na União Europeia a Suiseng®

Diff/A (Hipra, ESP).
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