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RESUMO

O envolvimento dos clostridios como agentes causadores de diarreia em leitdes neonatos tem
crescido no mundo todo. No Brasil, sdo escassos o0s relatos da ocorréncia de Clostridium
difficile e Clostridium perfringens tipos A e C como causadores de diarreia em leitdes, devido a
auséncia de diagnéstico laboratorial destes agentes. Diante deste quadro, os objetivos desse
estudo foram determinar a frequéncia dos clostridios entéricos que acometem leitdes neonatos
com até sete dias de vida, em granjas comerciais acima de 500 matrizes, localizadas na regido
do Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba, no estado de Minas Gerais, Brasil; e desenvolver e
avaliar uma vacina polivalente, contendo os toxoides alfa de C. perfringens tipo A, beta de C.
perfringens tipo C e A/B de C. difficile. Dos 60 animais utilizados neste trabalho, em 12 (20%)
foi possivel isolar e genotipificar C. difficile a partir das fezes, sendo cinco (41,7%) do grupo
diarreico e sete (58,3%) do grupo ndo diarreico. Na interpretacdo dos dados da deteccéo
qualitativa das toxinas A/B de C. difficile pelo ELISA, observou-se que dos 60 animais
analisados em 10 (16,7%) foi possivel a identificagdo das toxinas. Destes 10 leitdes, sete
(70%) eram do grupo diarreico e os outros trés (30%) do grupo ndo diarreico. Na necropsia, 13
leitbes (21,67%) apresentaram edema de mesocolon, principal alteragdo macroscopica
associada com a infeccdo por C. difficile. Dos 13 animais que apresentavam edema de
mesocoélon, oito (61,54%) eram do grupo diarreico e os outros cinco (38,46%) do grupo nao
diarreico. A microscopia, 16 animais apresentaram lesées histopatoldgicas, caracterizadas por
lesGes inflamatérias. Destes 16 leitdes, sete (43,75%) apresentavam o quadro clinico de
diarreia e outros nove (56,25%) eram néo diarreicos. Dos 60 animais utilizados neste trabalho,
em 50 (83,3%) foi possivel isolar colbnias caracteristicas de C. perfringens a partir das fezes.
Com a tipificacdo destas amostras, observou-se que todas eram C. perfringens tipo A. Destas
50 amostras de C. perfringens tipo A, 23 (46%) foram isoladas de animais com diarreia e 27
(54%) isoladas de animais aparentemente sadios. Em 37 (74%) amostras de C. perfringens
tipo A isoladas, foi detectada a presenca do gene cpb2, codificador da toxina beta-2. O
resultado do sequenciamento do gene cpb2 revelou que apenas 10 amostras, oito do grupo
ndo diarreico e duas do grupo diarreico, apresentavam uma mutacdo no gene cpb2+ que
gerava uma proteina truncada sem acéo efetiva. As outras 21 amostras, 12 do grupo diarreico
e nove do grupo ndo diarreico, ndo apresentavam a mutagdo, permitindo assim a tradugéo
normal da toxina beta-2. Ndo foi isolada nenhuma amostra de C. perfringens tipo C. A
concentracao inibitéria minima (CIM) estabelecida frente as amostras de C. perfringens tipo A
demonstrou que amoxicilina, ceftiofur e a narasina, foram os antimicrobianos que apresentaram
a melhor atividade inibitéria. A vacina experimental polivalente contendo os toxdides alfa
recombinante, beta recombinante e A/B nativo foi eficiente em estimular titulos de anticorpos
neutralizantes nos animais estudados, demonstrando poder ser uma importante ferramenta
para o controle das diarreias causadas por clostridios na maternidade.

Palavras chave: Clostridium difficile; Clostridium perfringens tipo A; ELISA; concentracdo
inibitéria minima,; vacina; diarreia; leitdo
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ABSTRACT

The involvement of clostridia as agents causing diarrhea in neonatal piglets has grown
worldwide. In Brazil there are few reports of the occurrence of Clostridium difficile, Clostridium
perfringens types A and C causing diarrhea in piglets due to the lack of laboratory diagnosis of
these agents. Given this situation, the aims of this study were to determine the frequency of
enteric clostridia affecting newborn piglets with up to seven days, on commercial farms over 500
sows, located in the Triangulo Mineiro and Alto Paranaiba, state of Minas Gerais, Brazil; and
develop and evaluate a polyvalent vaccine containing the alpha toxoid of C. perfringens type A,
beta toxoid of C. perfringens type C and A/B toxoid of C. difficile. Of the 60 animals used in this
work, it was possible to isolate C. difficile from the feces of 12 (20%), five (41.7%) of the
diarrheal group and seven (58.3%) of the group without diarrhea. When interpreting the data
from the qualitative detection of toxins A/B of C. difficile by ELISA, it showed that of the 60
animals analyzed, 10 (16.7%) allowed the identification of toxins. Of these 10 piglets, seven
(70%) were from the diarrheal group and the other three (30%) from the group without diarrhea.
At necropsy, 13 piglets (21.67%) had mesocolon edema, the main macroscopic change
associated with infection of C. difficile. Of the 13 animals that had mesocolon edema, eight
(61.54%) were from the diarrheal group and the other five (38.46%) without diarrhea.
Microscopically, 16 animals showed histopathological lesions characterized by inflammatory
lesions. Of these 16 piglets, seven (43.75%) had clinical cases of diarrhea and other nine
(56.25%) were non-diarrheal. Of the 60 animals used in this study, it was possible to isolate
characteristic colonies of C. perfringens from the feces of 50 (83.3%). With the characterization
of these samples, we found that all were C. perfringens type A. Of these 50 strains of C.
perfringens type A, 23 (46%) were isolated from animals with diarrhea and 27 (54%) isolated
from apparently healthy animals. In 31 (62%) strains of C. perfringens type A isolated, we
detected the presence of cpb2 gene, encoding the beta-2 toxin. The result of the sequencing of
the cpb2 gene revealed that only 10 samples, eight from the diarrheic group and two from the
non-diarrheic group, have a mutation in the gene cpb2 that generated a truncated protein
without effective action. The other 21 samples, 12 from the diarrheal group and nine from the
group without diarrhea, didn’'t have the mutation, thereby allowing normal translation of beta-2
toxin. There was not a single sample of C. perfringens type C. The minimal inhibitory
concentration (MIC) of C. perfringens type A strains has shown that amoxicillin, ceftiofur and
narasin were the antimicrobials which had the best inhibitory activity. The polyvalent vaccine
containing recombinant toxoids recombinant alpha, beta and native A/B was effective in
stimulating neutralizing antibodies in animal studies. Therefore this vaccine proved to be an
important tool for controlling diarrhea caused by clostridia.

Keywords: Clostridium difficile; Clostridium perfringens tipo A; ELISA; minimun inhibitory
concentration; vaccine; diarrhea; piglet.
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1. INTRODUCAO

As atividades relacionadas a suinocultura
ocupam lugar de destaque na matriz
produtiva do  agronegécio brasileiro,
destacando-se como uma atividade de
importancia no ambito econémico e social.
Segundo estimativas, mais de 730 mil
pessoas dependem diretamente da
suinocultura, sendo essa  atividade
responsavel pela renda de mais de 2,7
milhées de pessoas. Em  termos
econdmicos, a suinocultura ndo contribui
apenas por meio de sua dindmica
econbmica interna, mas também por meio
da geracgédo de divisas via mercado externo.

Entre as atividades adotadas para
maximizar a produ¢do suinicola nas ultimas
décadas, sobressai uma substituicdo
progressiva das criagbes extensivas por
intensivas, com uma maior densidade
animal. Neste novo contexto, as diarreias,
principalmente na primeira semana de vida
do leitdo, ganharam grande importancia, por
causarem aumento  significativo  da
mortalidade, piora na conversdo alimentar e
ganho de peso diério, além de gastos
excessivos com medicamentos. Com
relagdo a morbidade, em um estudo
realizado com 712 granjas nos Estados
Unidos, observou-se que a diarreia foi a
principal causa de doenca em leitbes na
maternidade, sendo que 65% de todos os
casos ocorreram ha primeira semana de
vida e, desses, 42% ocorreram nos
primeiros trés dias de vida do leitdo.

Os principais agentes causadores de
diarreia neonatal suina podem ser divididos
em: virais (rotavirus e coronavirus),
bacterianos (Escherichia coli, Clostridium
difficile e Clostridium perfringens tipos A e
C) e parasitarios (Isospora suis, Eimeria sp.
e Cryptosporidium sp.). Na ultima década
nos Estados Unidos, vem sendo observada
uma mudanca no perfil dos principais
agentes causadores de diarreia neonatal.
Ha alguns anos, rotavirus, E. coli
enterotoxigénica (ETEC) e |I|. suis eram
diagnosticados como o0s agentes mais
frequentes envolvidos nessa diarreias.
Entretanto, nos dias atuais, esses micro-
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organismos apresentam baixa importancia,
dando lugar aos organismos emergentes
como é o caso do C difficile e C. perfringens
tipos Ae C.

O envolvimento dos clostridios como
agentes causadores de diarreia em leitdes
neonatos tem crescido no mundo todo, e
alguns trabalhos demonstram que esses
micro-organismos anaeroébios sao
responsaveis por até 30% das enterites
neonatais e por 50% das diarreias neonatais
em suinos. No Brasil, sdo escassos 0s
relatos da ocorréncia de C. difficile e C.
perfringens tipos A e C como causadores de
diarreia em leitdes, devido a auséncia de
diagnéstico laboratorial destes agentes. Isto
demonstraa necessidade do
desenvolvimento e padronizacdo de
técnicas para que seja determinada a real
prevaléncia e importancia desses micro-
organismos ha suinocultura nacional.

A prevencdo e o controle das diarreias
causadas por clostridios na maternidade
sdo baseados principalmente em medidas
sistematicas de manejo, higiene e
desinfeccdo, associadas com a vacinacdo
das porcas no pré-parto a fim de transferir
imunidade aos leitbes via colostro. No
Brasil, existem apenas duas vacinas
registradas junto ao Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA), sendo a composicdo das mesmas
restrita ao toxoide beta de C. perfringens
tipo C. A auséncia de imunobiolégicos
especificos no mercado nacional dificulta o
controle das infeccdes causadas por esses
agentes, e determinam prejuizos aos
suinocultores, pelo aumento das taxas de
morbidade, mortalidade e animais refugos.

Diante da crescente ocorréncia no Brasil de
diarreia em leitdes na fase de maternidade
sem diagnostico conclusivo e com elevadas
taxas de morbidade e mortalidade, suspeita-
se fortemente do envolvimento destes
agentes anaerobios. Diante deste quadro,
0s objetivos deste estudo foram isolar os
clostridios entéricos que acometem leitbes
neonatos com até sete dias de vida, em 15
granjas comerciais acima de 500 matrizes,
localizadas na regido do Tridngulo Mineiro e



Alto Paranaiba, no estado de Minas Gerais,
Brasil; e desenvolver e avaliar uma vacina
polivalente, contendo os toxdides alfa de C.
perfringens tipo A, beta de C. perfringens
tipo C e A/B de C. difficile.

2. LITERATURA CONSULTADA
2.1 Clostridium difficile
2.1.1 Agente

Clostridium difficile é um bastonete Gram-
positivo, anaerébio obrigatério que pode
esporular em condi¢des adversas. Habitante
comum do solo, agua e do intestino de
mamiferos, aves e répteis, tem sido
responsabilizado por desordens entéricas
em diversas espécies como homem, suinos,
cédes, gatos, roedores de laboratério e
equinos (Poxton et al., 2001; Post et al.,
2002).

O primeiro isolamento em suinos foi
realizado em dois leitBes com oito semanas
de vida (Jones e Hunter, 1983), porém é na
primeira semana de vida que C. difficile é
diagnosticado e considerado como um dos
principias agentes de enterites neonatais
em leitdes. A partir deste relato, diversos
autores tém descrito surtos com diferentes
taxas de mortalidade e morbidade em
leitdes (Songer et al., 2000; Yaeger et al.,
2002; Nagy e Bilkei, 2003; Songer et al.,
2004; Songer e Anderson, 2006; Yaeger et
al., 2007; Alvarez-Perez, et al., 2009; Baker
et al.,, 2010). Nos Estados Unidos, a
infeccdo por C. difficile é considerada na
Ultima década como a principal causa de
diarreia ndo controlada em leitdes com até
sete dias de vida (Songer e Anderson,
2006).

2.1.2 Toxinas

Os genes responsaveis pela producao das
toxinas A e B encontram-se em um lécus de
patogenicidade chamado de Paloc. Este é
constituido basicamente de cinco genes:
tcdA, tcdB, tcdC, tcdR e tcdE. Os genes
tcdA e tcdB sdo responsaveis pela
codificacdo das toxinas A e B,
respectivamente. Acredita-se que o0s outros

trés genes sdo responsaveis pela regulacéo
da producdo das toxinas. O tcdR atua como
um regulador positivo, sendo inclusive muito
semelhante aos genes TetR e BotR, que
possuem esta mesma ac¢do na producao
das toxinas tetanica e  botulinica,
respectivamente. Ja tcdC tem alta
expressdo durante a fase exponencial de
crescimento da  bactéria, diminuindo
préximo ao inicio da fase estacionaria. Esse
declinio da expressdo do tcdC ¢é
acompanhado de um incremento nha
producdo das toxinas A e B, 0 que sugere
que este gene atue como um regulador
negativo. Especula-se que o gene tdcE
facilite a liberacdo das toxinas A e B. Por
isso, pesquisadores acreditam que a
expressdo das toxinas de C. difficile seja
regulada positivamente pela expressédo do
tcdR, dependente da queda na expresséo
do tcdC e a liberacdo das toxinas € mediada
pela expresséo do tcdE (Voth e Ballard,
2005; Rupnik et al., 2009).

As células susceptiveis do epitélio intestinal
parecem apresentar, nas microvilosidades,
receptores para a exotoxina A. Ao contrario
da toxina A, ainda ndo sdo conhecidos os
receptores da exotoxina B e a idéia mais
aceita é de que se situem na membrana
basal do epitélio intestinal. Isto justificaria a
necessidade da toxina A causar leséo
prévia a mucosa intestinal, para que ocorra
a acéo da toxina B (Keel e Songer, 2006).

A toxina A é uma potente enterotoxina cuja
massa molecular é 308 kDa, enquanto que
a B é uma potente citotoxina com massa
molecular de 270 kDa (Poxton et al., 2001).
Elas sdo estruturalmente semelhantes e
atuam sinergicamente, sendo que a toxina A
se destaca por causar lesdo inicial a
mucosa intestinal. Assim, ap6s perder sua
completa integridade, o0s enterdcitos se
tornam susceptiveis a acdo da toxina B. A
toxina A, por meio de seus efeitos
enterotéxicos, provoca efusdo, aumento da
permeabilidade intestinal e uma potente
reacdo inflamatéria aguda na mucosa,
resultando em necrose tecidual, edema
hemorragico e ulceracdo do epitélio. A
toxina B tem efeito citotoxico mais potente
gue a anterior e causa profundas alteracdes
eletrofisiol6gicas e morfolégicas na mucosa
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do célon. As duas toxinas sdo capazes de
estimular a liberacdo de potentes
mediadores inflamatorios, resultando num
dano tecidual adicional (Kell e Songer,
2006; Kell e Songer, 2007).

Uma terceira toxina, denominada toxina
binaria (CDT), recentemente vem chamando
atencdo dos pesquisadores e clinicos. E
muito semelhante as outras toxinas binarias
produzidas por bactérias do género
Clostridium, como a toxina iota, produzida
pelo C. perfringens tipo E, e a toxina C2,
produzida pelo C. botulinum tipo C (Samie
et al.,, 2008). A CDT é codificada em uma
regido separada do cromossomo, conhecido
como Cdtloc, que compreende trés genes:
cdtA e cdtB, responsaveis pela codificagao
do componente de ligagdo e componente
enzimético, respectivamente, e cdtR, que
possui uma funcdo de regulacdo génica
(Rupnik et al., 2009).

Muito tem sido discutido com relagdo a
importancia clinica da toxina binaria, mas o
real significado da CDT ainda é indefinido.
Em humanos, estudos relatam uma maior
severidade da doenca em pacientes que
possuem amostras CDT" (Rupnik et al.,
2009). J& em medicina veterinéria, s&o raros
0s estudos avaliando a presenca dos genes
relativos a producdo desse fator de
viruléncia em amostras isoladas de animais.
A CDT pode agir sinergicamente com as
toxinas A e B, aumentando a
despolimeralizagcéo do citoesqueleto por um
mecanismo complementar, agravando o
quadro clinico e exacerbando os sinais
(Goncalves et al, 2004). Além da
desorganizacdo celular, a CDT parece
formar protusdes nas células alvos com
consequente extravasamento de material do
citosol, formando uma malha densa na
superficie celular que facilitaria a adeséo e
multiplicagdo de C. difficle no intestino
(Schwan et al., 2009).

2.1.3 Doenga

A diarreia causada por C. difficile em suinos
pode estar relacionada a contaminagéo do
leitdo com os esporos do agente presente
nas fezes das porcas e no ambiente da
granja (Weese et al., 2010; Hopman et al.,
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2011); colonizacdo do trato alimentar; e
utilizagdo precoce de antimicrobianos de
forma curativa ou preventiva. Estes fatores
predisponentes causam um desequilibrio na
microbiota entérica, e C. difficile, como
agente oportunista, coloniza, multiplica-se e
produz suas toxinas, determinando o
aparecimento do quadro patol6gico (Songer
e Uzal, 2005). Estudos conduzidos por
Alvarez-Perez et al. (2009) e Avbersek et al.
(2009) demonstraram que o isolamento de
C. difficile em leitbes com e sem o quadro
clinico de diarreia é estatisticamente igual,
sugerindo assim uma alta taxa de animais
com a presenga do agente mas sem
manifestacdo de diarreia.

Em geral, C. difficile afeta leitdes entre um a
sete dias de vida, e o histérico inclui diarreia
pastosa a liquida, de coloragdo amarelada,
comecando logo apdés 0 nascimento;
leitegada com baixo peso ao desmame;
crescimento retardado e morte subita
(Songer et al., 2004). Outros sinais clinicos
como aumento do volume abdominal,
edema escrotal e dispnéia podem estar
presentes (Waters et al., 1998).

Entre as lesBes descritas, temos ascite,
hidrotérax, precipitacdo de uratos no rim,
edema no mesocolon ascendente e
inflamac&o do ceco e célon (Songer et al.,
2000). A microscopia, € visto infiltrado
inflamatério predominantemente neutrofilico
na lamina prépria, diminuicdo de células
caliciformes com aumento da taxa mitética
das criptas e multiplas erosfes da mucosa
do coélon. Essas Ultimas sdo comumente
chamadas de erosdes em vulcdo,
decorrente da forma que assumem (Yaeger
et al., 2002; Kell e Songer, 2007). Portanto,
a auséncia de lesdes macroscopicas
caracteristicas da infec¢do por C. difficile &
comum, assim como a ndo ocorréncia do
quadro clinico de diarreia. Entretanto, a
auséncia de alteragbes macroscopicas ou
de diarreia ndo pode excluir a possibilidade
de ocorréncia futura da doengca por C.
difficile (Yaeger et al., 2007).

De acordo com os dados obtidos por
Songer et al. (2004), a mortalidade gira em
torno de 20% e a morbidade em torno de
50%. No Brasil, ndo ha relatos na literatura



da associacdo do agente com diarreia em
leitbes com até sete dias de vida. Nos
Estados Unidos, foi realizado o exame de
1000 leitbes que apresentavam o quadro de
enterite. Este trabalho demonstrou a
presenca das toxinas A e B de C. difficile
em 34,1% dos leitdes com até sete dias de
vida, ndo havendo associacdo com nenhum
outro patégeno entérico. Em 24,3% dos
animais, identificaram-se as toxinas A e B
em associacdo com a deteccdo de outro
agente como rotavirus, C. perfringens tipo A
e C, e E. coli, sendo, portanto, a infec¢céo
por C. difficile considerada como a principal
causa de diarreia neonatal (Songer e
Anderson, 2006). Ainda segundo Yaeger et
al. (2007), existe a possibilidade de
infeccbes por C. difficile produzirem uma
forma subclinica, pois varios leitdes
aparentemente saudaveis sao positivos
para a deteccdo das toxinas A e B, mas
apresentam lesdes entéricas caracteristicas
nas avaliacdes histopatoldgicas.

2.1.4 Diagnéstico

O diagnostico da diarreia causada por C.
difficile deve ser realizado pela associacéo
do histérico clinico, observacdo das lesdes
macroscépicas, com o  diagndstico
laboratorial baseado no isolamento do
agente, histopatologia para observacdo das
lesbGes microscopicas, reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e teste de citotoxicidade
em cultivo celular ou deteccdo qualitativa
das toxinas A e B por meio do teste de
ensaio imuno-enzimatico (ELISA) (Delmeé,
2001).

No isolamento em Agar Cicloserina-
Cefoxitina-Frutose™(CCFA), as coldnias de
C. difficile apresentam morfologia com
aspecto conhecido como “vidro moido”, com
coldnias rizéides e irregulares, de coloracdo
acinzenta e odor caracteristico, semelhante
ao de fezes de eqiliinos (Delmeé, 2001).
Além disso, as colénias podem apresentar
um  brilho  verde-amarelado  quando
iluminado por luz ultravioleta. Na coloracdo
de Gram é possivel observar bastonetes
Gram positivos com esporos subterminais
(Vaishnavi, 2009). Entretanto, o isolamento

@ HiMedia Laboratories, India.

€ um método de baixa especificidade e
relativamente demorado, porém a adi¢ao de
taurocolate ao meio seletivo permite uma
melhor germinacao dos esporos,
aumentando a viabilidade do isolamento
(Delmeé, 2001). Além disso, C. difficile pode
ser um habitante normal da microbiota
intestinal, logo s6 o isolamento ndo é
indicativo da doenca (Yaeger et al., 2002;
Ferreira et al., 2003; Arroyo et al.,, 2007;
Yaeger et al., 2007; Clooten et al., 2008). O
isolamento seguido da tipagem de C.
difficile tem se mostrado essencial para
estudo da epidemiologia da doenca (Lemeé
et al., 2004; Arroyo et al., 2007). Além disso,
existem evidéncias que a tipificacdo permite
uma predicdo do potencial de viruléncia das
amostras de C. difficile (Stubbs et al., 2000).

A deteccdo da presenca das toxinas A e B
pela visualizacdo do efeito citopatico em
cultura celular é considerado como o
“padrao-ouro” para diagnéstico de infecgdes
causadas por C. difficile (Lyerly et al., 1998).
Vérias linhagens celulares podem ser
utiizadas para detec¢do das citotoxinas,
como a CHO (Chinese Hamster Ovary) e a
VERO, considerada a mais sensivel (African
Green Monkey Kidney) (Delmeé, 2001). As
principais vantagens desta técnica sdo a
alta  sensibilidade e  especificidade.
Entretanto, o resultado é demorado e séo
processadas poucas amostras por vez,
quando comparado com ELISA, além da
necessidade da manutencdo de linhagens
celulares.

Sdo varias as publicacbes avaliando a
sensibilidade e especificidade de diferentes
kits de ELISA para deteccdo das toxinas de
C. difficile, porém a maioria destes estudos
limitam-se a espécimes clinicos de
humanos (Doern et al., 1992; Girolami et al.,
1992; Lyerly et al, 1998). Quando
comparados com a deteccdo do efeito
citopatico em linhagens celulares, os Kkits
apresentam, em geral, uma sensibilidade
ligeiramente menor (Bentley et al., 1998;
Vanpoucke et al., 2001; Barbut et al., 2005).
Post et al. (2002), ao trabalharem com fezes
e conteudo intestinal de suinos, relataram a
avaliacdo de apenas um teste de ELISA,
comercialmente disponivel nos Estados
Unidos, para deteccdo das toxinas A e B.

17



Os autores encontraram uma alta
correlacdo (88%) dos resultados obtidos
com o kit em comparacdo com a detec¢éo
de efeito citopatico em linhagens continua
de células, observando uma sensibilidade e
especificidade de 91 e 86%,
respectivamente.

A auséncia de alteracdes macroscoépicas
marcantes muitas vezes dificulta o
diagnostico de infeccdo por C. difficile.
Porém, a auséncia de diarreia ou de
alteracdes  macroscopicas  post-mortem
marcantes ndo podem  exclur a
possibilidade de ocorréncia da doenga
(Yaeger et al., 2002; Songer e Uzal, 2005).
A associacdo da histopatologia com a
deteccdo das toxinas do C. difficile foi
avaliada por Yaeger et al. (2002) que
encontraram valores preditivos positivos
entre 63% e 76%, demonstrando a
importancia da associacdo destas duas
técnicas para o diagnéstico definitivo.

2.1.5 Tratamento

Segundo Post e Songer (2004) e Songer e
Anderson (2006), antibidticos como a

tetraciclina, tilosina, tiamulina e
virginamicina s&o eficientes no controle de
C. difficile quando adicionadas a racéo.
Uma forma de controle inclui a aplicagédo de
vacinas autdgenas (bacterinas e toxéides),
sendo que ndo ha até o momento vacinas
comerciais  disponiveis no  mercado
brasileiro.

2.2 Clostridium perfringens
2.2.1 Agente

E uma bactéria Gram positiva, em forma de
bacilo, imével, formadora de esporos e
saprofita do trato gastrointestinal de animais
sadios e do homem. E classificada de A a E
(Tabela 1), de acordo com a producdo de
guatro toxinas principais: alfa, beta, épsilon
e iota. Duas outras toxinas foram
descobertas, beta-2 e enterotoxina, estando
a beta-2 relacionada com os tipos de C.
perfringens  causadores de diarreia em
leitdes (Lobato et al., 2007).

Tabela 1: Classificagéo dos diferentes tipos de Clostridium perfringens.

Tipo Alfa Beta Beta-2 Epsilon lota Enterotoxina
A + + +
B + + + +
C + + + +
D + + +
E + + +
Fonte: Uzal e McClane (2011).
2.2.2 Toxinas A toxina beta, produzida pelos C.

A toxina alfa é codificada pelo gene plc, de
origem cromossomal, com peso molecular
de 43kDa e ponto isoelétrico de 5,4. E uma
fosfolipase C que hidrolisa a fosfatidilcolina
e, em menor propor¢cdo, a esfingomielina,
na dependéncia de ions célcio. A agdo da
toxina alfa caracteriza-se por hemolise
intravascular, danos capilares, processos
inflamatérios, agregacdo plaquetaria e
alteracdes do metabolismo, culminando com
a morte celular (Popoff e Bouvet, 2009).
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perfringens tipo B e C, é codificada pelo
gene cpb, de origem plasmidial, com peso
molecular de 40kDa e ponto isoelétrico de
5,6. Sua acdo caracteriza-se pelo efeito
citotoxico por meio da formacdo de poros,
atuando nos canais seletivos de sédio e
potassio, causando despolarizacdo das
membranas celulares excitaveis e
alteracbes na permeabilidade vascular do
sistema nervoso (Uzal e McClane, 2011).



A toxina beta-2 é codificada pelo gene cpb2,
de origem plasmidial, com peso molecular
de 28kDa (Bueschel et al, 2003).
Investigagbes epidemiolégicas
demonstraram a maior ocorréncia do gene
cpb2 entre os animais doentes, sugerindo
que a toxina codificada por este gene tenha
funcdo relevante no processo patogénico,
como possivel fator de viruléncia (Van Asten
et al.,, 2010). Seu mecanismo de acao ndo
estd completamente esclarecido, mas
envolve a lise celular por meio da formagéo
de poros na membrana (Petit et al., 1999).

A toxina épsilon, produzida pelos C.
perfringens tipo B e D, é codificada pelo
gene etx, de origem plasmidial, secretada
na forma de protoxina, com peso molecular
de 32,7kDa. Pela acdo de enzimas
proteoliticas, é convertida na forma ativa,
com peso molecular de 31,2kDa. Seu
mecanismo de acdo envolve a ligacdo
especifica a receptores na superficie das
células endoteliais, promovendo a
desestabilizacdo da membrana com
alteracdo da permeabilidade vascular e
resultando no escape de liquidos e
destruicdo celular (Bokori-Brown et al.,
2011).

A toxina iota é formada por duas
subunidades protéicas imunologicamente
distintas denominadas iota A, codificada
pelo gene iap, de origem plasmidial, com
peso molecular de 47,5kDa e ponto
isoelétrico de 5,2; e iota B, codificada pelo
gene ibp, de origem plasmidial, com peso
molecular de 105kDa e ponto isoelétrico de
4,2. A toxina iota é produzida na forma de
protoxina, sendo ativada por enzimas
proteoliticas. Seu mecanismo de acédo
envolve desorganizacdo do citoesqueleto
das células com consequente morte celular
(Marvaud et al., 2002).

A enterotoxina é codificada pelo gene cpe,
de origem cromossomal e/ou plasmidial,
com peso molecular de 35kDa e ponto
isoelétrico de 4,3. Seu mecanismo de acao
envolve a ligacho com  receptores
especificos na superficie das células
epiteliais do intestino dos animais, levando a
inibicdo da sintese de macromoléculas, a
formacdo de poros e desintegracdo do

citoesqueleto, com desequilibrio osmoético
da célula e consequente lise celular (Li e
McClane, 2006).

As toxinas secundarias sdo representadas,
principalmente, pelas toxinas: theta,
codificada pelo gene PfoA, de origem
cromossomal, com peso molecular de
51kDa e mecanismo de acdo envolvendo
atividades hemoliticas e necrosantes; delta,
peso molecular de 42kDa e mecanismo de
acdo envolvendo atividade hemolitica;
kappa, codificada pelo gene colA, de origem
cromossomal, peso molecular de 80kDa e
mecanismo de acao envolvendo hidrolise de
colageno e necrose celular; lambda,
codificada pelo gene lam, de origem
plasmidial, peso molecular ndo determinado
e mecanismo de acgdo envolvendo
atividades proteoliticas; neuramidase,
codificada pelo gene nanH, de origem
cromossomal, peso molecular de 64kDa e
mecanismo de acéo envolvendo aglutinacio
de eritrocitos, resultando em aumento da
viscosidade sanguinea e formagdo de
trombos (Hatheway, 1990; Petit et al.,
1999).

2.2.3 Clostridium perfringens tipo A

Clostridiuum. perfringens tipo A vem sendo
isolado do intestino dos leitdes nos ultimos
anos e € considerado componente da
microbiota normal destes animais.
Evidéncias sugerem seu envolvimento nas
doencas entéricas em leitbes lactentes,
principalmente com um a quatro dias de
vida (Yaeger, 2007). A contaminagcdo dos
leitbes se da logo apds o nascimento e a
principal fonte de infeccdo sdo os esporos
presentes no ambiente e nas fezes das
porcas (Taylor e Bergeland, 1992; Holmgren
et al., 2006).

Estudos da prevaléncia em leitbes sé&o
escassos na literatura. Em um estudo
retrospectivo realizado no laboratério de
diagnéstico veterinario da Universidade de
lowa, nos Estados Unidos, nos anos de
2005 e 2006, C. perfringens tipo A foi
identificado como o principal agente
causador de diarreia neonatal,
compreendendo 48% das 273 amostras
(Yaeger, 2007). No Brasil, existem apenas
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duas publicacdes relatando o envolvimento
deste agente como causador de diarreia em
leitbes. Uma delas em 2003, por Moreno et
al., que isolaram C. perfringens tipo A, beta-
2 positivo, de leitdes de um a cinco dias de
idade, de quatro surtos de diarreia neonatal
de granjas da regido Sul do pais. Neste
mesmo estudo também foi realizado o
diagndstico diferencial para os demais
enteropatdgenos. Entretanto, todos foram
negativos, sendo assim possivel afirmar ser
C. perfringens tipo A o agente responsavel
pela doenca. A outra publicacdo € datada
de 2004, por Costa et al., que isolaram o
agente em trés rebanhos de granjas
comerciais dos estados de Minas Gerais e
Sao Paulo. Essas granjas tinham historico
de elevada incidéncia de diarreia em leitbes
lactentes, acometendo animais de um a 21
dias de idade. Na tentativa de isolamento de
clostridios, foram sacrificados 15 animais
diarreicos, cinco de cada granja. Como
diagndstico diferencial foi realizado apenas
0 exame parasitolégico para |. suis, sendo
isolado somente C. perfringens tipo A, nédo
havendo mencédo da presenca ou auséncia
do gene cpb2.

A patogenia da infeccdo envolve a
participagdo da toxina alfa. Porém, segundo
Songer e Glock (1998), esta ndo é a
verdadeira responsavel por lesGes e
acumulo de liquidos no trato intestinal.
Estes autores defendem a hip6tese de que
a toxina beta-2, codificada pelo gene cpb2,
seja a principal responsavel por diarreia em
leitdes por C. perfringens tipo A, como
relatado em diversos estudos (Bueschel et
al., 2003; Schotte, et al., 2004; Hammer et
al., 2008). Ja a participacdo na doenca da
enterotoxina, produzida durante a
esporulacdo, foi descartada, pois estudos
demonstraram gque essa toxina é raramente
detectada nos casos de enterite causada
por C. perfringens tipo A (Bueschel et al.,
2003; Guedes et al., 2006; Van Asten et al.,
2010). Apesar de ainda permanecerem
muitas duvidas acerca da patogénese da
infeccéo por C. perfringens tipo A, especula-
se que a ocorréncia de diarreia em leitbes
por este agente esteja associada com
amostras produtoras de toxina beta 2
(Bueschel et al.,, 2003). Klaasen et al.
(1999), pesquisando a associacdo da toxina
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beta 2 em leitdes lactentes diarreicos,
encontraram valores entre 70 e 90% de
presenca do gene cpb2 na Suica e Holanda,
respectivamente.

Os sinais clinicos da infeccdo pelo C.
perfringens tipo A consistem em diarreia
mucoéide e pastosa, de coloragdo amarelada
e ndo hemorragica, apatia, desidratacao e
baixa taxa de crescimento (Songer e Uzal,
2005). A necropsia, pode ser encontrada
hiperemia discreta a moderada da mucosa
intestinal e dilatacdo de alcas devido a
producdo aumentada de gases e excesso
de conteddo liquido (Costa et al., 2004). As
lesbes afetam primariamente o jejuno e o
ileo. Na histopatologia, pode ser vista uma
enterocolite  necrotisante  discreta a
moderada, com edema de vilosidades e
com minimos danos ao epitélio e aos vasos
sanguineos (Songer e Glock, 1998). Em
geral, as lesbes ndo sdo muito graves,
sejam elas macro ou microscépicas. Ainda
ha na literatura uma corrente que defende
que a diarreia causada por C. perfringens
tipo A seja do tipo secretéria e néao
inflamatéria, (Yaeger, 2007). Sendo assim,
trata-se de uma patologia entérica de
elevada morbidade e baixa mortalidade
(Collins et al., 1989).

Por ser um comensal do trato
gastrointestinal, o diagnéstico de enterite
por C. perfringens tipo A torna-se um
desafio (Collins et al., 1989; Songer e Glock,
1998). O diagndstico deve envolver o
isolamento, quantificacdo do agente nas
fezes, seguido de tipificacdo e observacgéo
do gene da toxina beta 2. Além disso, inclui-
se a avaliacdo histolégica para uma
possivel evidenciacdo de lesfes e exclusao
de outros enteropatdgenos (Yaeger, 2007).
A ndo deteccdo da toxina no contelddo
intestinal ndo é um parametro confiavel,
uma vez que a mesma é muito labil, sendo
rapidamente degradada por outras bactérias
ou enzimas intestinais (Sanz et al., 2007).

As medidas de controle visam o0 manejo
correto de higiene, desinfeccdo do ambiente
e vacinacdo das fémeas, no intuito de
transferir imunidade passiva a progénie.
Entretanto, a inexisténcia destas vacinas



obriga a utilizacdo cada vez mais precoce
de antibiéticos nos animais (Taylor, 1999).

2.2.4 Clostridium perfringens tipo C

E considerado um agente primario de
enterites necroticas hemorragicas,
classicamente associadas ao tipo C e
acometendo leitdes com até trés dias de
vida, podendo ocorrer de forma precoce,
afetando animais com menos de 12 horas
de vida (Songer e Uzal, 2005). Ao contrario
do C. perfringens tipo A, o tipo C ¢é
encontrado em menor frequéncia e
quantidade no intestino de animais
saudaveis (Springer e Selbitz, 1999).

Este micro-organismo pode ser transmitido
na forma vegetativa de leitBes para leitdes e
contaminar o ambiente da maternidade ou
ser adquirido a partir das fezes das mées,
podendo persistir no ambiente na forma de
esporos e infectar leitdes susceptiveis por
longos periodos de tempo. A compra de
matrizes portadoras € a mais provavel fonte
de origem da doenca nas granjas, mas o
agente pode também ser introduzido por
contaminagbes fecais em botas ou
vestimentas. A infeccdo € oral e leitBes
recém-nascidos se infectam minutos ou
horas ap6s o nascimento (Taylor, 1999).

A morbidade apresenta grande variacao,
alcancando 85%, e a letalidade em torno de
50%, podendo chegar a 100% dos animais
acometidos. Em estudos de prevaléncia,
Morin et al. (1983) constataram que 0,4%
das diarreias presentes em 749 animais de
um a 15 dias tinha como causa o C.
perfringens tipo C. J4 Yaeger et al. (2002)
diagnosticaram em 100 leitbes que
apresentavam diarreia com até 10 dias de
vida, 2% de C. perfringens tipo C como
Unico agente. No Brasil, ndo h& trabalhos
acerca da prevaléncia deste agente.

A toxina beta letal e necrosante é o principal
fator  patogénico da doenga. Seu
mecanismo de acdo envolve a ligagdo com
receptores nos enterdcitos, provocando
alterag6es na bomba de sddio e potassio,
levando ao desequilibrio osmoético e
formacdo de poros na membrana da célula
com consequente lise e necrose celular

(Songer, 1996). Explicacdes para que a
infeccéo por C. perfringens tipo C ocorra tao
precocemente em leitdes relacionam-se
com a deficiéncia da enzima pancreética
proteolitica tripsina neste periodo, uma vez
que a toxina beta produzida por C.
perfringens tipo C ¢é sensivel a essa
protease. A presenca de fatores inibidores
de proteases no colostro e a auséncia de
microbiota bem estabelecida no intestino do
neonato também sdo justificativas da
precocidade dessa infec¢do (Tweten, 2001).

Alguns autores classificam os casos de
enterite necrética em hiperagudos, agudos,
subagudos e crbénicos segundo os sinais
clinicos, sendo as formas superaguda e
aguda as mais frenquentes (Songer e Uzal,
2005). Na forma superaguda, os sinais
clinicos aparecem entre 12 a 24 horas apés
0 nascimento do leitdo, e a morte em até 24
horas. S&o observadas diarreia hemorragica
com consisténcia aquosa e severa
desidratacdo. Nos casos agudos, pode-se
observar diarreia  hemorragica, com
presencas de restos necroticos, sinais de
dor abdominal, desidratacdo, apatia e a
morte podendo ocorrer por obstrucdo
intestinal ou toxemia. A forma crdnica € bem
menos freqiiente, as fezes apresentam
coloracdo amarelada a esbranquicada,
sendo facilmente confundida com outros
enteropatégenos (Rood, 1998).

A necropsia, as lesdes estdo comumente
restritas ao intestino delgado e podem ser
vistos variados graus de hiperemia do
mesentério, enterite fibrinonecrética ou
pseudomembranosa e conteddo intestinal
sanguinolento  (Songer et al.,, 2009).
Microscopicamente, as lesbes sdo de
necrose profunda da mucosa do intestino
delgado, podendo se estender até o ceco; e
porcdes do colon com hemorragia na lamina
propria, submucosa e camadas musculares
(Miclard et al., 2009). Além disso, também é
comum encontrar trombos, bacilos e/ou
esporos e intenso infiltrado inflamatério
constituido  por neutréfilos, linfécitos,
plasmécitos, macrofagos e fibrina.

Os sinais clinicos e achados de necropsia

sdo suficientes para um diagnéstico
presuntivo de C. perfringens tipo C nos
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quadros de enterite necrética. Diarreias
hemorragicas em leitdes, o padrdo de
mortalidade, a presenca de hemorragias e
as lesdes necréticas no intestino delgado,
sdo 0s mais importantes achados de base
desse diagndstico. O diagndstico
laboratorial é baseado no isolamento e
tipificacdo por biologia molecular (Vieira et
al., 2008), bem como na deteccado da toxina
beta no contelido intestinal por
soroneutralizacdo. Estas técnicas sao
ferramentas importantes para identificacédo
de C. perfringens tipo C como agente
causador de enterite hemorragica em leitbes
(Straw et al., 1999).

A infeccdo pelo C. perfringens tipo C pode
ser prevenida por meio da vacinagdo das
fémeas com o toxdide beta, que geralmente
€ associado a E. coli nas vacinas comerciais
rotineiramente utilizadas nas granjas de
suinos no Brasil. Este manejo vem sendo
realizado desde a década de 90 e pode ser
uma das explicacbes para a baixa
importancia do agente no Nosso meio como
causador de diarreia neonatal em suinos.

2.3 Antibi6ticos na suinocultura

As mudancas na producdo de suinos no
Brasil, principalmente a adoc¢ao de sistemas
de criagdo intensivos, aumentaram a
pressao de infec¢do e o nivel de estresse a
que o0s animais sdo submetidos. Estes
geraram condi¢cbes para que agentes, que
antes se mantinham em equilibrio com o
hospedeiro, viessem a exercer um efeito
patogénico. Diante desta nova realidade, o
uso de antimicrobianos tornou-se uma
ferramenta essencial a producéo, na forma
terapéutica, profilatica e, subterapéutica
como promotores de crescimento (Barcellos
et al., 2009).

O uso de promotores de crescimento da
classe dos antibidticos via racdo tem sido
guestionado em muitos paises, e em
alguns, como nos integrantes da
Comunidade Européia, seu uso foi proibido
no final de 2005, sendo estas drogas
indicadas apenas para tratamentos
veterinarios (Burch, 2005). A proibicdo se
fundamenta no risco da inducdo de
resisténcia na microbiota dos animais
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alimentados com a racdo medicada, e na
possibilidade da infeccdo cruzada de seres
humanos com as bactérias resistentes.
Estas ndo somente podem tornar-se
predominantes em uma populacdo de
bactérias, como podem transferir material
genético para bactérias susceptiveis, que
entdo adquirem resisténcia. Outra alegacéo
para fundamentar a proibicdo foi a da
possibilidade da presenca de residuos nos
produtos carneos para consumo humano.
(Mathew, 2003).

Embora a resisténcia a antibidticos em
humanos seja elevada, ndo existem
evidéncias que comprovem sua relacdo com
0 uso subterapéutico dessas drogas em
animais. De qualquer forma, tem sido
sugerido que o0s antimicrobianos sejam
utiizados somente para fins terapéuticos.
Todavia, se recomenda como promotores
de crescimento somente os antibidticos ndo
utiizados na medicina humana, ou outras
alternativas, como, por exemplo, o uso de
probiéticos, prebiéticos, enzimas, acidos
organicos, extratos vegetais e homeopatia
(Bellaver, 2000).

A medicina de suinos é essencialmente
coletiva e, por isso, medicacdes macicas via
agua ou racdo tém sido as mais adotadas. A
terapia individual fica restrita a lotes de
animais doentes, ao tratamento de animais
com infeccdo aguda ou superaguda, e em
casos esporadicos de doenca em poucos
animais. A medicacdo na racdo é menos
onerosa e geralmente seu uso requer menor
mao de obra. Entretanto, na maioria dos
casos, animais doentes apresentam
anorexia, o que pode interferir com a
ingestdo da dose do medicamento
necessaria para combater o quadro
infeccioso. A reducado da ingestdo de agua
nos animais doentes € menos significativa
do que a queda do consumo de racdo, mas
também ocorre (Barcellos et al., 2009).

O ponto inicial para a escolha de um
antimicrobiano consiste na obtencdo de um
diagnéstico preciso sobre o agente da
doenca que se pretende tratar ou prevenir.
Em condi¢des ideais, o tratamento ou 0 uso
profilatico s6 deveria ser iniciado depois de
conhecidos os resultados dos exames



laboratoriais. Porém, os dados de um
antibiograma representam uma estimativa in
vitro da sensibilidade ou resisténcia de
determinados agentes a uma droga.
Geralmente este resultado apresenta boa
correlacdo com o resultado do tratamento
nos animais, entretanto, ndo existe a
garantia da eficiéncia do tratamento in vivo,
onde muitos outros fatores interagem
(Burkgren, 2007).

As sulfonamidas constituem uma classe de
antimicrobianos de origem sintética, que
foram os primeiros agentes realmente
efetivos a serem utilizados contra infec¢des
bacterianas sistémicas. Seu mecanismo de
acdo envolve a inibicAo competitiva ou
antagonismo metabolico da
diidropepteroato-sintetase, enzima
bacteriana responsavel pela incorporacao
do &cido para-aminobenzéico (PABA) ao
acido diidropterdico. As sulfonamidas séo
bacteriostaticos de amplo espectro, sendo
mais eficientes no tratamento das infec¢bes
agudas, podendo atuar sobre Gram
positivos e negativos. Podem  ser
classificadas em sulfonamidas sistémicas
de acdo curta, intermediaria e prolongada;
sulfonamidas de uso entérico; e
sulfonamidas de uso tépico (Jukes e
Crawford, 1984). Na préatica, tém sido
primariamente indicadas para o tratamento
de infeccbes cutaneas, gastrointestinais e
urinarias. A resisténcia bacteriana as
sulfonamidas é um fato comum e crescente,
causado pelo seu uso indiscriminado.

As quinolonas sdo bactericidas por inibicdo
da sintese do DNA. S&o classificadas em
dois grupos, as chamadas de Primeira
Geracdo, que sdo drogas de espectro
reduzido, atuando apenas contra Gram
negativos, principalmente enterobactérias; e
as de Segunda Geragdo, também
denominadas de fluoroquinolonas, drogas
que podem ser utlizadas contra Gram
negativos e positivos. Como um grupo, as
quinolonas de primeira geracdo sé&o
indicadas para infec¢des urinarias e como
aditivos de racbes de suinos e aves. Ja as
fluorquinolonas  constituem uma das
primeiras escolhas para infec¢des urinarias
e gastroentestinais, onde predominem Gram
negativos, além de poderem ser usadas

como boa alternativa para algumas
infecgBes cutaneas, 6sseas, articulares e de
tecidos moles, dependendo do agente
envolvido (Paiva Neto, 1989).

As penicilinas, do grupo dos beta-
lactamicos, sdo 0s mais antigos antibiéticos
e ainda muito utilizados devido a sua grande
eficiéncia para o tratamento de diversas
infeccdes, principalmente respiratérias. Sao
drogas bactericidas que agem inibindo a
sintese de mucopeptideos da parede
bacteriana. A resisténcia bacteriana as
penicilinas se da principalmente pela
producdo de beta-lactamases, enzimas que
destroem o anel beta-lactamico da droga,
inativando-a. Visando reduzir este processo
de resisténcia, as penicilinas tém sido
associadas ao clavulanato de potassio, que
inativam as beta-lactamases (Sarsur Neto,
1983).

Cefalosporinas, também pertencentes ao
grupo dos beta-lactamicos, sdo antibiéticos
seguros, com bons resultados clinicos,
pouco atingidos pelas becta-lactamases,
porém tém elevado custo. Seu mecanismo
de acdo é idéntico ao das penicilinas, pela
inibicdo da sintese da parede bacteriana, e
sdo classificadas em geracfes. Assim, as
de primeira geracdo tém espectro reduzido,
atuando  basicamente  contra = Gram
positivos. Ja as cefalosporinas de segunda
e terceira geracbes tém amplo espectro,
diferindo entre si pela distribuicdo ampla e
melhor atuacdo sobre Gram negativos.
Recentemente, surgiram as de quarta
geracao que sdo as mais resistentes a acédo
das beta-lactamases. As cefalosporinas
podem ser usadas em diferentes situacdes,
com destaque as infecgbes cutaneas,
0sseas e de tecidos moles, mamites e otites
(Andrade, 2008).

Os aminoglicosideos sdo antibiéticos
bactericidas de espectro reduzido, que
agem inibindo a sintese protéica no nivel da
unidade 30S dos ribossomos. A eficiéncia
destas drogas é dose-dependente e as
mesmas possuem atividade residual mesmo
ap0s 0s niveis sanguineos terem caido
abaixo da concentracdo inibitéria minima,
permitindo assim a administracdo com
grandes intervalos entre doses. De maneira
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geral, constituem a primeira escolha para o
tratamento de infecgbes por Gram
negativos, em especial coliformes. Os
aminoglicosideos apresentam sinergismo
com os antibidticos beta-lactamicos, embora
as cefalosporinas possam aumentar sua
nefrotoxicidade. A resisténcia bacteriana
aos aminoglicosideos se da principalmente
por inativacdo do farmaco por a acdo de
enzimas bacterianas. Esta resisténcia
aparece rapidamente quando certos
esquemas posologicos sdo utilizados, tais
como doses baixas e intervalos entre
administragBes muito longos. Além disso,
neomicina ndo deve ser utilizada por via
parenteral devido a sua grande toxicidade
(Andrade, 2008).

Macrolideos e lincosamidas sdo drogas de
acdo bactericida ou  bacteriostatica,
dependendo da sua dose. Seu mecanismo
de acao envolve a inibicdo da sintese
protéica no nivel da subunidade 50S dos
ribossomos. O espectro antibacteriano dos
macrolideos € limitado, sendo a tilosina a
principal representante, muito utilizada na
terapéutica massal de aves e suinos contra
Gram positivos anaerébios. As
lincosamidas, como a lincomicina, n&o
apresentam grande  vantagem, em
eficiéncia, em relacdo aos macrolideos, que
embora mais caros sdo menos toxicas. As
lincosamidas possuem uma propriedade
Unica, alcangando niveis elevados no leite,
as vezes maiores que no plasma. O uso
repetido destas drogas determina o rapido
aparecimento de resisténcia bacteriana, que
€ cruzada de maneira total dentro de cada
grupo e parcial entre macrolideos e
lincosamidas (Paiva Neto, 1989).

Tetraciclinas séo drogas de amplo espectro,
obtidas de fungos do género Streptomyces,
gque podem se comportar como
bacteriostaticas ou bactericidas,
dependendo da dose empregada. Atuam
sobre 0s micro-organismos inibindo a
sintese protéica e alterando a
permeabilidade da membrana. S&do muito
utilizadas em terapéutica massal e com
frequéncia adicionadas as racfBes como
promotores de crescimento. A resisténcia
bacteriana as tetraciclinas normalmente é
cruzada entre todas elas. Como produto
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qguimico, as tetraciclinas sdo muito sensiveis
a luz e umidade, tornando-se, inclusive,
muito  téxicas quando vencidas ou
deterioradas (Andrade, 2008).

Cloranfenicol ou florfenicol € um antibiético
qgue pode ser bacteriostatico ou bactericida,
dependendo da dose. Tem amplo espectro
e atua por inibicdo da sintese protéica no
nivel da unidade 50S. Devido a sua alta
toxicidade, tem seu uso limitado, além de
permanecer por varios dias na carne, leite e
ovos, tornando seu uso proibido em animais
de consumo, e liberado apenas para
equideos e animais de companhia
(Andrade, 2008).

lon6foros sdo um tipo de antibidtico
representado pela narasina e avilamicina,
amplamente utilizados na suinocultura
brasileira como promotores de crescimento.
N&o se conhecem ao certo os mecanismos
bioguimicos que medeiam os efeitos dos
ion6foros sobre as bactérias. Sugere-se que
os iondéforos desorganizem o transporte de
cations na membrana das bactérias Gram-
positivas, interferindo na absor¢éo de soluto
pela célula e promovendo maior gasto
energético para a manuten¢do do balango
osmotico (Pressman, 1976).

2.4 Diarreia

A diarreia é a principal manifestacdo clinica
das infecgBes entéricas. O desequilibrio
entre os processos de absorcéo e secrecdo
intestinal decorrentes de alteragcbes no
transporte de agua e eletrdlitos séo
determinantes na patogénese dos
processos diarreicos. Os mecanismos
fisiopatolégicos estdo associados as
caracteristicas  particulares de cada
patégeno. Dessa forma, a interacdo
especifica entre os patdgenos entéricos e o
epitélio intestinal resulta em diferentes tipos
de diarreias. Na producdo de suinos, o
conhecimento da fisiopatologia  das
infeccbes entéricas é fundamental para o
desenvolvimento de métodos de diagndstico
e, em um futuro préximo, na elaboragéo de
estratégias de prevencgédo e controle dessas
infec¢des (Vannucci e Guedes, 2009).



As principais células envolvidas no
transporte de ions e nutrientes por meio da
mucosa intestinal sdo o0s enterécitos
maduros e as células das criptas intestinais
(criptas de Lieberkiihn). Os enterdcitos
maduros, presentes no &pice das
vilosidades, sdo responsaveis pela
absorcao de nutrientes. As dissacaridases e
peptidases sdo continuamente expressas na
membrana apical dessas células e, a
hidrélise de carboidratos e proteinas da
dieta, monossacarideos, aminoacidos e
peptideos sdo absorvidos (Holt e Yeh,
1992). A atividade secretora dessas células
€ minima, entretanto pode ser estimulada
por toxinas e neurotransmissores (Jones e
Blikslager, 2002). As células das criptas
representam o compartimento proliferativo,
que originard enterécitos, além de
possuirem  predominantemente funcdes
secretérias por meio de canais ibnicos
(Welsh et al., 1982).

O fon sédio (Na") é o principal eletrdlito
envolvido nos processos de absorcédo
intestinal. Baixas concentracbes de Na'
intracelular permitem o transporte por meio
da membrana apical de carboidratos,
aminoacidos, peptideos e vitaminas
hidrossoliveis. Os  mecanismos  de
absorcdo desses nutrientes envolvem a
ativacdo de transportadores acoplados ao
Na® (Wrigth, 1993). O mecanismo mais
importante na absorcdo intestinal de Na®
ocorre por meio de trocas iénicas com ions
hidrogénio (H" realizadas por
transportadores NHE. Os transportadores
NHE sado regulados negativamente pela
concentracao intracelular de monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc) e pela ativacao da
proteina quinase A (PKA). Nesse sentido,
toxinas bacterianas e processos
inflamatérios que elevam a concentracdo
intracelular de AMPc e, consequentemente,
ativam a PKA, inibem a funcdo dos NHE,
estimulando os processos diarreicos (Forte
et al., 1992).

Os processos secretdrios do epitélio
intestinal ocorrem predominantemente nas
criptas de Lieberkihn. Os eletrélitos
envolvidos séo cloro (CI) e bicarbonato
(HCO3) (Welsh et al., 1982). A secrecéo de
ions CI' na membrana apical ocorre pela

abertura de canais ibnicos, sendo que o
principal canal de CI' é o regulador
transmembrana da fibrose cistica (CFTR).
Mensageiros intracelulares (AMPc e GMPc)
regulam o funcionamento do CFTR por meio
da ativacdo de proteinas quinases. Dessa
forma, processos patolégicos que resultam
no aumento da concentracao intracelular de
AMPc promovem a ativacdo da PKA,
abertura dos canais idnicos CFTR, com
consequente  secrecdo de Cl-. A
concentracdo de ions calcio (ca™
presentes no citoplasma dos enterdcitos é
capaz de regular a abertura dos canais de
CI' dependentes de Ca*®. Pode ocorrer
ainda sinergismo entre 0sS mensageiros
intracelulares, potencializando o estimulo
secretorio de Cl- (Keely e Barrett, 2000).

O sistema nervoso entérico (SNE) é
constituido por dois grandes plexos,
submucoso e mioentérico, 0s quais sdo
responsaveis pela regulacdo de estimulos
motores e sensoriais. Esse sistema é capaz
de coordenar o funcionamento do trato
gastrointestinal e regular os mecanismos
secretdrios e absortivos pela ativacdo do
sistema nervoso autbnomo simpatico e
parassimpatico  (Benarroch, 2007). A
liberagéo de noradrenalina  aciona
mecanismos pré-absortivos pela ativagao de
receptores a2-adrenérgicos nos enterocitos
(Chang et al.,, 1982). Contrariamente, a
acetilcolina e o peptideo intestinal vasoativo
(VIP) sdo os principais neurotransmissores
envolvidos na estimulacdo dos processos
secretérios. O SNE pode ser ativado por
agentes toxicos, estimulos endécrinos e
mediadores inflamatérios, resultando no
aumento da secrecdo intestinal (Spiller,
2002).

Ao longo dos anos, as diarreias nos animais
domésticos vém sendo classificadas em
quatro categorias: diarreia secretéria, mal-
absortiva, efusiva (inflamatéria) e por
hipermotilidade (Moon, 1978; Argenzio,
1992; Field, 2003; Moeser e Blikslager,
2007). Na pratica, as alteragdes patolégicas
envolvidas na diarreia secret6ria ou por ma
absorcao também podem comprometer a
integridade da mucosa e, por consequéncia,
promover efusdo de contelido protéico para
0 ldmen intestinal. Da mesma forma,
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processos inflamatérios entéricos
caracterizados  por intensas  lesdes
tissulares podem ter um componente
secretério envolvido na sua patogénese
(Giannella et al., 1975; Grondahl et al.,
1998). Independentemente dos mecanismos
fisiopatolégicos, o aumento da motilidade
intestinal ocorre  secundariamente  ao
acumulo de liquido no limen intestinal.
Logo, a hipermatilidade certamente néo
possui fungdo priméaria no desenvolvimento
das diarreias infecciosas nos animais
domésticos (Moon, 1978; Greenwood e
Davison, 1987).

Na diarreia secretéria o principal ion
envolvido na patogénese é o CI (Forte et
al., 1992). A diarreia secretéria mais
frequente entre os animais domésticos esta
associada a infeccdo por E. coli
enterotoxigénica (ETEC), em leitées apds o
desmame. Ja na diarreia por ma absorc¢éo,
como acontece nos casos de infeccdo por
rotavirus, a acédo direta de patégenos
entéricos sob o epitélio intestinal induz a lise
celular. Nestes casos, a intensidade da
infeccdo e a morte celular superam a
capacidade de renovacdo epitelial, levando
a atrofia de vilosidades e,
consequentemente, a reducdo na absorgdo
intestinal (Moon, 1978). As alterac6es nos
mecanismos de absorcdo sdo decorrentes
da perda e fusdo de vilosidades, com
reducdo na producéo de enzimas digestivas
e inibicdo da atividade biologica dos
transportadores de membrana (Argenzio,
1992). As alteracdes morfolégicas
observadas na mucosa intestinal séo
caracterizadas pela substituicdo de células
colunares maduras por células cubdides em
processo de diferenciacdo (Reynolds et al.,
1985).

A diarreia efusiva ou inflamatoria, como a
que ocorre nos casos de infeccdes por
clostridios, caracteriza-se pelo acumulo de
liguido no Ildmen intestinal devido ao
aumento da permeabilidade do epitélio
intestinal, secundario ao processo
inflamatério (Vannucci e Guedes, 2009).
Nas infeccdes por C. difficile, a resposta
inflamatéria € mediada pela liberacdo das
toxinas A e B, cujas acdes no epitélio
intestinal induzem a morte celular e intensa
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resposta inflamatéria com liberacdo de
citocinas (IL-8, TNFa e PGE,) pelas células
do hospedeiro, e posterior recrutamento de
neutréfilos. A diarreia ocorre pela ativacao
de mecanismos inflamatdrios, levando ao
aumento da permeabilidade da barreira
intestinal e, consequentemente, a perda de
agua, eletrdlitos e proteinas (Castagliuolo et
al., 1994; Savidge et al.,, 2003). Ja as
infeccbes pelo C. perfringens tipo C,
produtor das toxinas alfa e beta, sdo mais
graves que as pelo tipo A (Songer e Uzal,
2005). As lesdes causadas pelo tipo C
ocorrem por acgdo direta sobre os
enterécitos na regido do jejuno e, por
conseguinte, descamagdo, invasdo e
proliferacdo  bacteriana a partir da
membrana  basal. Microscopicamente,
podem ser observadas extensas areas de
necrose, envolvendo células das criptas,
lamina prépria, submucosa e até camadas
musculares (Arbuckle, 1972). Desse modo,
mecanismos efusivos, caracterizados pela
intensa perda de eletrdlitos, proteinas e
sangue para a luz intestinal, s&o
determinantes na patogénese da diarreia.
Ja as infeccdes por C. perfringens tipo A
geralmente ndo s&o caracterizadas por
lesdes macro ou microscopicas.
Eventualmente, pode-se observar presenca
de colbnias bacterianas associadas a
superficie apical dos enterécitos. Nesses
casos, é possivel que a diarreia esteja
associada a ativagdo de mecanismos
secretdrios no epitélio intestinal mediado
pelas toxinas alfa e beta-2 (Songer e Uzal,
2005).

2.5 Imunidade em leitdes

A resposta imune dos animais € um dos
mais importantes mecanismos adaptativos,
pois permite a sobrevivéncia em ambientes
potencialmente  lesivos,  principalmente
naqueles constituidospor bactérias, como as
do género Clostridium. Nos sistemas de
criacdo de suinos, com alta densidade de
animais por metro quadrado, ha uma grande
concentracdo de agentes patogénicos no
ambiente que aumenta o risco dos animais
contrairem infeccBes. A defesa contra a
infeccdo se processa em duas frentes: a
imunidade humoral, mediada por anticorpos,



e a imunidade celular, mediada por células
(Haesebrouck et al., 2004)

A sobrevivéncia e o desempenho dos
leitbes é muito influenciado pela recepgao
da imunidade passiva, colostro, e pela sua
capacidade de desenvolver a imunidade
ativa - reacdo do organismo dos leitbes aos
antigenos. O manejo, desde o nascimento
do leitdo até a utilizacdo de vacinas
injetaveis, determinard& 0 sucesso da
formacgédo dos anticorpos necessarios para o
equilibrio sanitario e desempenho
(Haesebrouck et al., 2004).

A imunidade passiva confere uma prote¢céo
imediata porém transitéria. Nos suinos, a
placenta é do tipo epitélio corial, formando
uma barreira que impede contato do sangue
materno e sangue fetal durante a gestacao,
ndo havendo a transferéncia de
imunoglobulinas para o feto. Portanto, os
anticorpos maternos nao sao transmitidos
aos leitdes via placenta, fazendo com que
nascam praticamente sem defesas. Os
anticorpos sao transmitidos aos leitbes pela
porca por meio do colostro. Desta forma, os
leitbes sdo dependentes da ingestéo correta
do colostro para aumentar suas chances de
sobrevivéncia (Haesebrouck et al., 2004).

Outro fator fundamental é a capacidade de
absorcdo do colostro. A eficiéncia da
absorcdo das imunoglobulinas pelo intestino
delgado dos leitbes decresce rapidamente,
com uma meia vida média de trés horas
apos o0 nascimento. Portanto, garantir que
todos os leitdes mamem a maior quantidade
possivel de colostro nas primeiras horas de
vida é fundamental.. Estudos imuno-
quimicos pos absorcao colostral de leitdes
demonstraram trés classes de
imunoglobulinas importantes: 1gG, IgA e
IgM. A IgG representa 80% do total dessas
imunoglobulinas  absorvidas pelos leitGes
(Wannemuehler e Galvin, 1994).

O periodo de protecdo colostral é variavel
conforme o agente envolvido e a
capacidade induzida ou natural da fémea
em produzir os anticorpos, podendo chegar
até seis meses de idade, como, por
exemplo, no caso da parvovirose. A
imunidade ativa determina a protecdo

baseada na memoéria imunoldgica. Pode
ser adquirida por meio da infec¢cdo natural
ou artificialmente com a utilizacdo de
vacinas. As vacinas sao aplicadas durante a
lactagdo, ou no periodo de creche, visando
a protecdo dos aniamis contra possiveis
infeccBes (Haesebrouck et al., 2004).

O objetivo da utilizacdo de vacinas em
suinocultura é melhorar as condicdes de
defesa dos animais contra agentes
patogénicos aos quais estdo expostos
continuamente no ambiente em que sao
criados. Para os leitdes, as vacinas devem
evitar o desencadeamento da doenca apos
a infec¢do inicial; prevenir ou reduzir a
replicacéo do agente infeccioso no local de
entrada ou em outros tecidos; promover a
eliminacdo do agente do animal doente;
prevenir ou reduzir a persisténcia e a
possivel reativacdo da infeccao; prevenir o
desenvolvimento ou reduzir a severidade da
doenga apos a infec¢éo; prevenir a difusao
do agente para animais ndo vacinados por
meio do contato e finalmente prevenir ou
reduzir as perdas econbmicas. Ja para as
porcas, as vacinas devem proteger o0s
leitbes contra as infec¢des, por meio do
colostro contendo anticorpos protetores. O
que preocupa é o periodo em que sdo
aplicadas as vacinas. A orientacdo que
chega nas granjas é aplicar a vacina
durante 0s manejos como castracdo e
desmame. Justamente nos periodos mais
criticos da vida do leitdo, em situacbes de
maximo estresse, onde a capacidade de
reacdo aos antigenos da vacina esta
limitada, o que provoca uma diminui¢cdo da
producdo de anticorpos e reduz a eficacia
da vacina. As vacinas podem ser aplicadas
durante o curso de uma infeccdo ou, como
no caso das diarreias causadas por
clostridios, durante o periodo gestacional da
porca. As imunizacBes sdo realizadas em
duas etapas, aos 80 e 100 dias de gestacdo
ou aos 70 e 90 dias, com o intuito de
conferir aos leitbes uma protecdo contra
infeccéo potencial (Carvalho, 2005).

Atualmente no Brasil, segundo dados do
Compéndio de produtos veterinarios do
Sindicato Nacional da Inddstria de Produtos
para Saude Animal (SINDAN) e do MAPA,
existem apenas duas vacinas comercias,
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com o toxdide beta, para o controle da
diarreia neonatal causada por clostridios em
suinos. Ndo ha nenhuma mencdo a
imunobiolégicos que contenham em sua
composicdo o0s toxdides alfa de C.
perfringens e nem os toxéides A e B de
C.difficile (SINDAN, 2010).

Na literatura mundial, sdo escassos o0s
trabalhos que avaliam a eficiéncia das
vacinas contendo toxdides clostridiais na
imunizacdo de porcas e a transferéncia de
imunidade destas para sua prole.
Mastisheck e McGinley (1986) avaliaram a
transferéncia de imunidade de porcas
vacinadas aos 70 e 100 dias de gestagéo
com toxOide beta, por meio da
soroneutraliza¢éo em camundongos,
utilizando soro das porcas e pool de soro
dos leitbes. O sangue das porcas foi
coletado no dia do parto, ja o dos leites foi
coletado 36 a 48 horas apdés o nascimento.
Como resultados, o colostro apresentou
titulo médio de 42,3Ul/mL, porém a variagéo
individual foi muito elevada, com animais
apresentando titulos de 4,5 a 123Ul/mL. Ja
na titulacdo dos soros das porcas, a média
dos titulos foi de 5,3Ul/mL, com variagdo
individual de 1,8 a 18Ul/mL. No caso dos
leitdes filhos destas porcas, utilizando o pool
de soros oriundos da leitegada, o titulo
médio foi de 23Ul/mL, com variagdo entre
leitegadas de 0,5 a 75,5Ul/mL. Hammer et
al. (2008) fizeram uma avaliag@o sorolégica
de porcas vacinadas com um toxéide alfa
comercial em uma granja americana, na
gual havia histérico de diarreia causada por
C. perfringens tipo A. As porcas foram
vacinadas com duas doses, aos 70 e 90
dias de gestacao, e a titulacdo dos soros
das porcas e dos leitdes também foi
realizada por  soroneutralizacdo em
camundongos. Os resultados obtidos foram
de um titulo médio nas porcas de 24Ul/mL e
de 23,1Ul/mL nos leitdes.

3. OBJETIVO GERAL

Isolar e identificar Clostridium difficile e
Clostridium perfringens tipos A e C das
fezes de leitbes com e sem diarreia, com
até sete dias de vida, bem como
desenvolver e avaliar uma vacina
experimental polivalente para o controle das
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diarreias neonatais causadas por esses
agentes na maternidade.

3.1 Objetivos especificos

Isolar Clostridium difficile das fezes dos
leitdes com até sete dias de vida;

Aplicar a técnica da PCR multiplex para
genatipificacdo de Clostridium difficile;

Detectar as toxinas A/B de Clostridium
difficile utilizando um “kit” comercial de
ELISA;

Isolar e quantificar Clostridium
perfringens das fezes dos leitdes com até
sete dias de vida;

Aplicar a técnica da PCR multiplex para
tipificacdo de Clostridium perfringens;

Sequenciar o gene cpb2;

Estabelecer a concentragdo inibitoria
minima (CIM) das amostras de Clostridium
perfringens  isoladas frente a 15
antimicrobianos;

Realizar um estudo histopatolégico das
possiveis les6es causadas por Clostridium
difficile, Clostridium perfringens tipo A e
Clostridium perfringens tipo C no trato
intestinal dos leitbes;

Desenvolver e avaliar uma vacina
experimental polivalente contendo o0s
toxoide A/B de Clostridium difficile, toxdide
alfa de Clostridium perfringens tipo A e
toxodide beta de Clostridium perfringens tipo
C.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Local de realizagdo do experimento

O experimento foi realizado no Laboratério
de Bacteriose e Pesquisa, Laboratério de
Cultivo Celular, Laboratério de Patologia
Animal, na Fazenda Experimental Professor
Hélio Barbosa, todos pertencentes a Escola
de Veterinéria da Universidade Federal de
Minas Gerais (EV/UFMG), e nas 15 granjas



comerciais, acima de 500 matrizes,
localizadas na regido do Triangulo Mineiro e
Alto Paranaiba, Minas Gerais, Brasil.
Dessas granjas, sete eram unidades
produtoras de leitdo (UPL) e oito eram
granjas de ciclo completo, com uma taxa
média de mortalidade na maternidade de
9,54%.

4.2 Animais (utilizacdo aprovada pelo
CETEA UFMG sob protocolo n° 102/10)

4.2.1 LeitBes utilizados para coleta das
amostras

O trabalho foi realizado com 30 leitbes
diarreicos e 30 aparentemente sadios,
oriundos de 15 granjas comerciais, acima
de 500 matrizes, localizadas na regido do
Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba, Minas
Gerais, Brasil. Essas granjas apresentavam
um histérico de diarreia na maternidade,
mas ndo estavam passando por um surto no
momento das coletas, as quais foram
realizadas durante os meses de maio a
julho de 2009. De cada granja visitada eram
escolhidos e eutanaziados quatro animais
com até sete dias de vida, sendo dois
aparentemente sadios e 0s outros dois com
quadro clinico de diarreia. Cada leitdo foi
retirado de uma leitegada diferente. Os
animais foram sacrificados por eletrocusséo
e sangria, ap0s serem previamente sedados
com xilazina® (0,3 a 5mg/Kg IM).

De cada animal necropsiado foram
coletadas amostras para a realizacdo dos
exames histolégicos, bacteriolégicos e
moleculares. Amostras de fezes foram
coletadas em coletores universais estéreis,
diretamente da ampola retal e/ou da porgéo
final do intestino grosso de cada leitdo, e
armazenados a uma temperatura de 2 a 8°C
por, no maximo, 48 horas. Fragmentos de
jejuno, ileo, ceco e cdlon foram obtidos de
cada leitho e fixados em formalina
tamponada 10% (v/v).

4.2.2 Coelhos, porcas e leitdes utilizados
para avaliacdo da vacina experimental

@ vibrac do Brasil, Brasil.

Na avaliacdo da poténcia da vacina
experimental foram utilizados oito coelhos
machos, da raga Nova Zelandia, pesando
entre 1,5 a 2,5Kg, adquiridos junto a
Fazenda Experimental Prof. Hélio Barbosa
da Escola de Veterinaria — UFMG. Foram
também utilizadas sete porcas, da genética
DB, com média de quatro partos no teste de
eficiéncia da vacina e duas marras no teste
de inocuidade, cedidas pela granja de
suinos da Fazenda Experimental Professor
Hélio Barbosa (EV-UFMG), a qual néao
utiliza vacinacdo das porcas contra diarreia
causada por Clostridium difficile, Clostridium
perfringens tipo A e Clostridium perfringens
tipo C. Os leitdes filhos dessas sete porcas,
oriundos do cruzamento com um macho da
genética DB, também foram utilizados na
avaliacdo da eficiéncia da vacina
experimental.

4.2.3 Camundongos

Para realizagcéo dos testes de
soroneutralizagdo in vivo foram utilizados
200 camundongos do sexo feminino, da
raca Swiss, linhagem Webster, com peso
variando entre 18 a 22g, cedidos pelo
Biotério do Laboratorio Nacional
Agropecuéario do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) em
Pedro Leopoldo, Minas Gerais
(LANAGRO/MG).

4.3 Isolamento e
Clostridium difficile

identificacdo do

Aproximadamente 1mL ou 1g de fezes foi
diluido em 9mL de tampédo salina fosfato
(0,01M PO, e 0,15M NaCl, pH 7,2) a 1%
(v/v). Realizada a homogeneizacao, 100uL
da mistura foi adicionado com o mesmo
volume de alcool absoluto (96%) e incubada
por 30 minutos a 37°C, para a eliminacdo de
formas vegetaitvas. Ap6s este periodo
aproximadamente 50uL foram estriados em
uma placa de Agar cicloserina cefoxitina
frutose (CCFA)(3) e em Brain Heart Infusion
(caldo BHI)(3), e incubadas em jarras de
anaerobiose com mistura gasosa (CO,-
9,8%; Hy- 10,4%; N,- 79,8%) a 37°C por 48
horas, como descrito por Avbersek et al.

® Difco Laboratories, EUA
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(2009). Apds este periodo, colénias foram
avaliadas pela morfologia e sua pureza
confirmada pela técnica da coloragdo de
Gram.

4.4 Isolamento e identificacdo do
Clostridium perfringens

Aproximadamente 1mL ou 1g de fezes foi
diluido em 9mL de tampéo salina fosfato
(0,01M PO, e 0,15M NaCl, pH 7,2) a 1%
(v/v).  Apbés homogeneizagdo  foram
realizadas diluicbes seriadas na base 10,
obtendo-se as concentracdes de 10, 10° e
10°®. Dessas diluicbes 10uL foram estriadas
em uma placa de ag?ar seletivo para C.
perfringens (SPS agar)“e em caldo BHI), e
incubadas em jarras de anaerobiose com
mistura gasosa, a 37 °C por 24 horas. Apos
avaliacdo macroscoépica e pela coloracdo de
Gram, as colbnias caracteristicas foram
contadas para a quantificagdo bacteriana
por mL ou g de fezes (Manteca et al., 2001).

4.5 PCR Multiplex para genotipificagéo de
Clostridium difficile

Apoés crescimento em CCFA, trés a cinco
colénias caracteristicas foram transferidas
para um tubo eppendorf(S), contendo 100uL
de tampdo TE, e levadas ao termociclador®
a 98°C por 20 minutos para rompimento da
membrana bacteriana e posterior liberacdo
do material genético sem purificacdo do
DNA (Baums et al.,2004). As reacgbes de
PCR foram realizadas de acordo com Silva
et al. (2011), utilizando os iniciadores da
tabela 2.

Tabela 2: Iniciadores utilizados na PCR Multiplex para genotipificacéo de Clostridium difficile

Genes Seqléncia Temperatura ~ Tamanho Referéncias
de do
anelamento  fragmento
Toxina A S 5 AGATTCCTATATTTACATGACAATAT 3’ 48,1°C 365 bp
(tcda) AS 5" GTATCAGGCATAAAGTAATATACTTT 3 49,1°C Sambol et al. (2000)
Toxina B S 5" GGAAAAGAGAATGGTTTTATTAA 37 47,1°C 160 bp
(tcdb) AS 5 ATCTTTAGTTATAACTTTGACATCTTT 3’ 49,3°C
tpi S 5" AA AGAAGCTACTAAGGGTACAAA 3’ 51,6°C 210 bp Dhalluin et al. (2003)
AS 5" CATAATATTGGGTCTATTCCTAC 3 48,1°C

Toxina S5" TTGACCCAAAGTTGATGTCTGATTG 3 55,7°C 262 bp Persson et al. (2008)
Binaria AS 5" CGGATCTCTTGCTTCAGTCTTTATAG 3 55,0°C
(cdtB)

*S = senso. AS = anti senso

@ Difco Laboratories, EUA
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Para analise, 20uL dos produtos
amplificados foram aplicados em gel de
agarose a 2% (v/v), adicionados de brometo
de etideo” e submetidos & eletroforese. Os
fragmentos de DNA amplificados foram
analisados por comparacdo ao marcador de
peso molecular 1kb plus DNA ladder® e a
amostra de referéncia. Como controle
positivo foi utilizada a amostra de referéncia
do American Type Culture Collection® C.
difficile (ATCC 9689).

4.6 PCR Multiplex para tipificacdo de
Clostridium perfringens

ApOs crescimento em agar seletivo para C.
perfringens, trés a cinco colbnias
caracteristicas foram transferidas para um
tubo eppendorf®®, contendo 100uL de
tampdo TE, e foram levadas ao
termociclador™ a 98°C por 20 minutos para
rompimento da membrana bacteriana e
posterior liberacdo do material genético sem
purificagdo do DNA (Baums et al.,2004). As
reacdes de PCR foram realizadas de acordo
com Vieira et al. (2008), utlizando os
iniciadores da tabela 3.

Tabela 3: Iniciadores utilizados na PCR Multiplex para tipificacdo de Clostridium perfringens

Toxina Seqiiéncia Temperatura  Tamanho Referéncias
(Genes) de do

anelamento  fragmento
Alfa S 5 GCTAATGTTACTGCCGTTGA 3° 52,9°C 324 bp Meer et al., 1997
(plc) AS 5'CCTCTGATACATCGTGTAAG 3 49,7°C
Beta S 5"GCGAATATGCTGAATCATCTA 3° 50,1°C 196 bp Meer et al., 1997
(cpb) AS 5°GCAGGAACATTAGTATATCTTC 3 48,3°C
Epsilon S 5"GCGGTGATATCCATCTATTC 3° 50,1°C 655 bp Meer et al., 1997
(etx) AS 5°CCACTTACTTGTCCTACTAAC 3 49,8°C
lota S5 TTTTAACTAGTTCATTTCCTAGTTA 3 50,6°C 298 bp Perelle et al.,
(i) AS 5 TTTTTGTATTCTTTTTCTCTAGATT 3’ 45,0°C 1993
Enterotoxina S 5°GGAGATGGTTGGATATTAGG 3 49,5°C 233 bp Meer et al., 1997
(cpe) AS 5’ GGACCAGCAGTTGTAGATA 3° 51,1°C
Beta 2 S 5 GAAAGGTAATGGAGAA 3° 50,1°C 573 bp Herholz et al.,
(cpb2) AS 5 GCAGAATCAGGATTTT 3° 49,8°C 1999

*S = senso. AS = anti senso.

™ Sigma-Aldrich, GE
® |nvitrogen, BR
© Rockville, EUA
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Para analise, 20uL dos produtos
amplificados foram aplicados em gel de
agarose a 1% (v/v), adicionados de brometo
de etideo® e submetidos & eletroforese. Os
fragmentos de DNA amplificados foram
analisados por comparacdo ao marcador de
peso molecular 1kb plus DNA ladder® e as
amostras de referéncia. Como controles
positivos foram utilizadas as seguintes
amostras de referéncia do ATCC™?: C.
perfringens tipo A (ATCC 3624), C.
perfringens tipo B (ATCC 3626), C.
perfringens tipo C (ATCC 3628), C
perfringens tipo D (ATCC 3629) e C
perfringens tipo E (ATCC 27324).

4.7 Sequenciamento do gene cpb2

O gene cpb2 completo das amostras de C.
perfringens tipo A foi sequenciado no
sequenciador ABI 3130“ com o kit de
sequenciamento Big Dye™. Os iniciadores
foram desenhados no programa Primer3
Plus (Untergasser et al., 2007) utilizando
como molde a sequéncia de nimero de
acesso AP003515.1 disponivel no Genbank.
Os iniciadores utilizados estao descritos na
tabela 4.

Os sequenciamentos foram editados e
analisados no programa BioEdit (Hall, 1999)
para analises das sequéncias e
identificacdo das mutacdes.

4.8 Deteccdo qualitativa das toxinas A/B
de Clostridium difficile

Aproximadamente 1mL ou 1g de cada
amostra de fezes foi diluida na proporcéo de
1.2 em tampéo salina fosfato (0,01M POy,
0,15M NaCl, pH 7,2) e, apos
homogeneizacao foi centrifugada a 8.000 x
g por 20 minutos. O sobrenadante foi filtrado
em filtro de 0,45pm™® e utilizado para
pesquisa das toxinas A e B. A detecc¢éo das
toxinas A/B de C. difficile foi realizada
utiizando um kit ELISA comercial
(Ridascreen® Clostridium difficile toxins
AB)™ O processamento foi realizado
conforme orientagdo do fabricante e as
leituras foram realizadas em leitor de
ELISA"®),

Tabela 4: Iniciadores utilizados no sequienciamento do gene cpb2 de Clostridium perfringens

tipo A

Codificacéo

Sequéncia

Cpl - C.perfringens-B2T_81 F
Cp2 - C.perfringens-B2T_337_F
Cp3 - C.perfringens-B2T_839_F
Cp4 - C.perfringens-B2T_719_R
Cp5 - C.perfringens-B2T_1158 R
Cp6 - C.perfringens-B2T_1316_R

5 CCACGGGGACATCTTTTTG 3

5 GAAAGGTAATGGAGAATTATCTTAATG 3
5 TCATTGGTTATGGGGAGATGA 3’

5 CTCCCCCAATTGATTGTGAT &

5 GCCTTTTATTTTATTTCCCATACTTT 3

5 TGGTAATTTTTCTTTTATCGATGATG 3’

3 Rockville, EUA
@3 Applied Biodydtems, EUA
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4.9 Concentracédo Inibitéria Minima (CIM)
das amostras de Clostridium perfringens
isoladas

4.9.1 Antimicrobianos

Foram avaliados 15 antimicrobianos
comumente empregados na suinocultura

brasileira: Amoxicilina, Avilamicina,
Ceftiofur, Estreptomicina, Florfenicol,
Josamicina, Leucomicina, Lincomicina,

Narazina, Neomicina, Norfloxacina, Sulfa,
Tetraclina, Tilosina e Trimetropin. As
solugbes foram preparadas e diluidas de
acordo com o Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2009).

4.9.2 Plagueamento das amostras em
agar sangue

Foram utilizadas todas as amostras de
Clostridium perfringens tipo A isoladas a
partir das fezes dos leitdes de zero a sete
dias, com e sem diarreia. Para o controle do
teste, foi utilizada uma amostra de
referéncia de Bacterioides fragillis (ATCC
25285). A concentragdo inibitéria minima foi
determinada pelo método de diluicdo em
agar, recomendado pelo CLSI (2009).
Todas as drogas foram diluidas em salina
0,85%, para conter concentracdes finais de
0,25pug/mL, 0,5pg/mL; 1,0pg/mL, 2,0pug/mL;
4,0pg/mL; 8,0pug/mL; 16,0png/mL; 32,0pug/mL;
64,0ug/mL; 128,0pug/mL; 256ug/mL. Cada
concentracdo do  antimicrobiano  foi
adicionada  em agar Brucella®”
suplementado com 5% de sangue de
carneiro, hemina e vitamina K, e distribuido
em duas placas de petri descartaveis
(90x15) e incubado a 37° por 24h para
realizacdo de teste de esterilidade. Apds
este periodo, o0 inoculo bacteriano foi
ajustado para a turbidez n°® 0,5 da escala
MacFarland e foi utilizado o replicador de
Steers, padronizando o inéculo de cada
amostra em 0,1ul, para a aplicacdo das
amostras nas placas. As placas foram
incubadas em jarras anaerobiose com
mistura gasosa, a 37 °C por 24 horas, de
acordo com o CLSI (2009).

@7 Difco Laboratories, EUA.

4.9.3 Leitura e interpretacao do teste

O aparecimento de somente uma coldnia ou
de um crescimento muito leve, de dificil
visualizagdo a olho nu, foi considerado
como inibicdo CLSI (2009). Para cada
antibiotico testado, foi calculado o CIMsg €
CIMgo, Ou seja, a concentragao inibitoria
minima capaz de inibir 50% e 90% das
amostras respectivamente, como descrito
por Post e Songer (2004).

4.10 Estudo Histopatoldgico

Os fragmentos de jejuno, ileo, ceco e coélon
obtidos de cada leitdo e fixados em
formalina tamponada 10% foram
processados pela técnica rotineira de
desidratacdo, diafanizacdo, inclusdo em
parafina, seccdo de cinco micras de cada
espécime clinico. Foi realizada a coloragéo
por hematoxilina e eosina e avaliacdo
histolégica em microscopio de luz clara
(Luna, 1968).

4.11 Producéo da vacina experimental
polivalente

4.11.1 Toxdéide alfa de Clostridium
perfringens tipo A

Foi cedida pelo Laboratério de Imunologia
Aplicada do Centro de Desenvolvimento
Tecnolégico (CDTec) da Universidade
Federal de Pelotas, a toxina alfa
recombinante, purificada e dosada para
utilizacdo na vacina experimental.

toxina alfa foi observada por meio do gel de
poliacrilamida 12% contendo SDS (sodium
dodecyl sulfate). A corrida eletroforética foi
realizada a 100 volts e, para a coloragédo do
gel foi utlizada solugdo de Azul de
Coomassie (LaemmLi, 1970).

A dosagem protéica foi realizada no
equipamento  NanoVue™, com leitura a
280nm, utilizando-se o volume de 5uL da
toxina.

@8 General Eletric Company, EUA
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4.11.2 Toxo6ide beta de Clostridium
perfringens tipo C

Foi cedida pelo Laboratério de Imunologia
Aplicada do Centro de Desenvolvimento
Tecnolégico (CDTec) da Universidade
Federal de Pelotas, a toxina Dbeta
recombinante, purificada e dosada para
utilizacdo na vacina experimental.

A toxina beta foi observada por meio do gel
de poliacrilamida 12% contendo SDS. A
corrida eletroforética foi realizada a 100
volts e, para a coloracdo do gel foi utilizada
solugdo de Azul de Coomassie (LaemmlLi,
1970).

A dosagem protéica foi realizada no
equipamento  NanoVue™, com leitura a
280nm, utilizando-se o volume de 5uL da
toxina.

4.11.3 Toxoide A/B de Clostridium
difficile

4.11.3.1 Producgdo das toxinas A/B de
Clostridium difficile

4.11.3.2 Cultivo da amostra

Foi utilizada a amostra toxigénica de C.
difficle ATCC 9689. O liofilizado foi
reconstituido pela adicdo de 1mL de caldo
BHI “Ye semeado em dois tubos de ensaio
(16 X 160 mm), com tampa rosca, contendo
10 mL desse mesmo meio. Cada tubo
recebeu 0,5mL do in6culo e ambos foram
incubados em jarra de anaerobiose com
mistura gasosa, a 37 °C por 48 horas. Apés
a reconstituicdo, as culturas foram avaliadas
quanto a pureza pela coloracéo de Gram.

4.11.3.3 Producdo e concentracdo das
toxinas A/B de Clostridium difficile

Para a producdo das toxinas A/B foi
utilizado um biorreator de bancada (BioFlo
110)®" com volume da dorna de 5,0L. O
biorreator é provido de uma turbina do tipo
pitched-blade, dispondo de controle de

9 General Eletric Company, EUA
@9 pifco Laboratories, EUA
@Y New Brunscwick Scientifc C.O., UK
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velocidade de agitacdo e fornecimento de
gas nitrogénio nos primeiros 30 minutos que
permitem manter um ambiente sem oxigénio
no inicio do ensaio. O aparelho possui um
sistema automatico de controle de
temperatura e pH, além de permitir a
colheita de aliquotas para a dosagem da
concentracao celular, a qual foi quantificada
por meio da medida de densidade ética
(DO) em espectrofotdometro® lida a 600nm.

O meio utilizado na producgéo das toxinas foi
o caldo BHI®® suplementado com 0,05% de
cisteina, que foi reconstituido de acordo
com a recomendacdo do fabricante e a
cisteina foi adicionada imediatamente antes
da autoclavagdo a 121°C, por 20 minutos
dentro da dorna do aparelho. O pré-indculo
foi transferido na propor¢cdo de 10% (v/v)
para o meio BHI suplementado no
biorreator. Com fluxo de nitrogénio, pH e
temperatura controlados, a fermentagéo
bacteriana foi realizada por
aproximadamente 72 horas (Popoff, 1987).
Ap6s crescimento os 5L da cultura foi
centrifugado a 10.000 x g por 40 minutos,
em centrifuga refrigerada a 4°C, e o
sobrenadante concentrado 10 vezes por
ultrafiltracdo em sistema Pellicon®, com
membrana de retencdo de 100 KDa®?, até
obter um volume final de 50mL. A
expressdo das proteinas foi analisada em
SDS-PAGE (s6dio dodecil sulfato -
eletroforese em gel de poliacrilamida) 7,5%,
corado pelo azul de Coomassie.

4.11.3.4 Tipificagcdo das toxinas A/B de
Clostridium difficile

Para tipificacdo das toxinas A/B foi
empregada a metodologia descrita por
Lobato (1989) com modificagcbes que
consistem na mistura de 1,0mL das toxinas
em diferentes diluicBes com 1,0mL de
antitoxina padrao® de Clostridium sordellii
contendo 1,0Ul/mL. As misturas foram
mantidas em banho-maria, a 37°C por 30
minutos e em seguida 0,2mL foram
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inoculadas por via endovenosa, em dois
camundongos por diluicAo e o0s animais
observados por um periodo de 72 horas.
Como controle positivo foi inoculada
somente a toxina. Como controle negativo
foi inoculada solugéo salina 0,85% estéril e
como controle do soro foi inoculado
antitoxina padréo, todos no mesmo volume
e via de inoculacéo.

4.11.3.5 Titulagdo das toxinas A/B de
Clostridium difficile

A titulacdo foi realizada em quadruplicata,
sendo 100uL da toxina adicionados nos
quatro Primeiros pocos da placa de 96
pocos®?, e nos demais foram adicionados
50uL de MEM®” (meio essencial minimo)
suplementado. Procedeu-se a diluicdo da
toxina na base dois, e adicionou-se mais
50uL de MEM e 50uL da linhagem celular
VERO contendo 2,5 x 10* células, com um
volume final em cada poco de 150uL. Os
pocos do controle positivo e negativo
continham, respectivamente, 100uL da
toxina e 50uL de células, e 100uL de MEM e
50uL de células. A placa foi incubada a 37°C
em estufa umida®® com atmosfera
controlada (5% CO, e 95% O,) por 48
horas. Apo6s este periodo o sobrenadante foi
descartado e lavou-se duas vezes com
100puL de PBS e corou-se com 100ul de
uma solucéo de cristal violeta (0,1%) para
observacdo do efeito citopatico (ECP)
(Souza Junior et al.,, 2010). Para a leitura
visual dos pocos foi considerado 80% de
efeito  citopatico (ECP) quando era
observada a destruicdo de 80% da
monocamada celular (Lima et al., 2011).

4.11.3.6 Dosagem protéica

A dosagem protéica foi realizada no

. (29) .
equipamento NanoVue“”, com leitura a
280nm, utilizando-se o volume de 5uL da
toxina.

A presenca das toxinas A/B foi confirmada
por meio do gel de poliacrilamida 7,5%

@9 sarstedt, EUA
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contendo SDS (sodium dodecyl sulfate). A
corrida eletroforética foi realizada a 100
volts e, para a coloracéo do gel foi utilizada
solugdo de Azul de Coomassie (LaemmlLi,
1970)

4.11.3.7 Inativacdo das toxinas A/B de
Clostridium difficile

As toxinas A/B foram submetidas a
inativacdo por meio da adicdo de formol a
37% na concentracéo final de 0,5% (v/v),
sob agitagdo, em temperatura ambiente.
Aliguotas da mistura foram coletadas e
inoculadas em cinco camundongos em
intervalos de 24 horas, até total inativacéo.

4.11.4. Adicdo de Hidréxido de aluminio
[AI(OH)s]

Foi acrescentado aos toxodides alfa de
Clostridium perfringens tipo A, beta de
Clostridium perfringens tipo C e A/B de
Clostridium difficile, gel de AI(OH); na
concentracao final de 2,83% de o6xido de
aluminio livre, na proporcdo 1:2, sob
agitacdo, em geladeira a 4°C, durante a
noite (Fernelius et al., 1972).

4.11.5 Teste de esterilidade

A esterilidade foi verificada pela inoculagéo
de 0,5mL da vacina polivalente em quatro
tubos contendo 20mL de caldo tioglicolato®”
e em quatro tubos contendo 20mL de caldo
sabouraud®. Metade dos tubos de cada
um dos indculos em caldo tioglicolato foi
incubada em anaerobiose. Os demais tubos
com caldo sabouraud e caldo tioglicolato
foram incubados em aerobiose. Todos os
tubos inoculados foram mantidos a 37°C,
por 21 dias, com leituras diarias (Brasil,
1997).

4.11.6 Teste de inocuidade

Duas marrds foram inoculadas com a vacina
produzida, com o dobro do volume e
concentracao antigénica da dose teste, por
via subcutdnea. Os animais foram
observados por sete dias, quanto a

©9 pifco Laboratories, EUA
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producdo de reacBes locais e sistémicas
significativas (European Pharmacopoeia,
1998).

4.11.7 Vacinacao dos animais

Cada um dos oito coelhos foram inoculados
com 200ug dos toxdides alfa e beta e com
1000pg do toxdide A/B, numa mesma dose,
contendo um volume final de 2mL, e apds
21 dias foi administrada uma segunda dose
(Souza et al.,, 2010). Cada uma das sete
porcas do grupo experimental foram
imunizadas com duas doses contendo as
mesmas concentracdes dos antigenos,
porém com um volume final por dose de
5mL, aos 80 e 100 dias de gestagdo. Uma
porca do grupo controle negativo recebeu
duas doses contendo 5mL de salina estéril.
A administra¢@o da vacina foi realizada por
via subcutdnea em ambas as espécies.

4.11.8 Sangria dos animais e obtencé&o
dos soros

A sangria dos coelhos foi realizada 14 dias
apos a segunda inoculacao e preparado um
pool de soros. A coleta de sangue das
porcas foi feita no dia do parto, por puncao
da veia jugular. Nos leitbes o sangue foi
coletado 24 horas apds o0 nascimento, por
pungdo da veia cefalica. Os soros obtidos
de cada animal foram devidamente
acondicionados, identificados e
armazenados em freezer a -20°C até a
realizacéo dos testes.

4.11.9 Titulagcado dos soros

As amostras dos soros das porcas, pool de
soros de leitbes e o pool de soros dos
coelhos foram titulados pelos métodos de
soroneutraliza¢éo em camundongos
(European Pharmacopoeia, 1998) para
titulagéo da antitoxina beta,
soroneutralizacdo em célula para a titulagédo
de antitoxinas A/B, e teste de neutralizacéo
em camundongo (USDA, 2002) para
titulacdo de antitoxina alfa. O titulo de
neutralizacdo de cada soro foi calculado
pelo método de Reed e Muench (1938) e
expresso em unidades internacionais por
mililitro (Ul/mL).
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4.11.9.1 Padronizacéo da
soroneutralizacdo das toxinas A/B de
Clostridium difficile em linhagem celular

4.11.9.1.1 Linhagem celular

Foi utilizada a linhagem celular VERO
(ATCC CCL-81), cedida pelo Laborat6rio de
Cultivo Celular do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva da Escola
de Veterinaria da UFMG.

4.11.9.1.2 Meios, solucdes e reagentes do
cultivo celular

A célula foi cultivada no meio essencial
minimo®? (MEM), suplementado com soro
fetal bovino® (SFB) 5% (v/v), penicilina e
estreptomicina nas concentragbes de
40.000U1/mL e 20.000Ul/mL,
respectivamente. Foram utilizadas a solu¢éo
(0,00M PO,, 0,15M NacCl, EH 72) e a
solucdo de tripsina/versene®® (STV) de
acordo com Andrade (2000).

A linhagem celular foi cultivada em frascos
de 150cm® até a confluéncia minima de
90%, em estufa umida®, com atmosfera
controlada de 5% CO, a 37°C. As células
foram contadas em camara de Neubauer,
ap6s os procedimentos de lavagem da
monocamada com PBS-1X e tripsinizacao
com STV-1X. Os ensaios foram
padronizados em placas de 96 pocos®! de
fundo plano.

4.10.9.1.3 Padronizacdo in vitro das
toxinas A/B de Clostridium difficile

As toxinas A/B foram padronizadas na
linhagem VERO empregando-se o nivel de
teste L+/50 (menor quantidade de toxina
que, misturada a 0,02 Ul de antitoxina
padrdo de C. sordellii causa 80% de ECP
em 48 horas). Diluigcbes seriadas na base
dois da toxina foram distribuidas em placas
de 96 pocos®, com quatro repetices para
cada diluicdo da toxina e com volume de
50uL por poco. Foram adicionados em cada
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poco, 50;1' de antitoxina padrdao de C.
sordelli®), contendo 0,02Ul. A placa foi
homogeneizada manualmente por 30
segundos e incubada a 37°C por uma hora
em estufa tmida® com 5% de CO,. Apds
este periodo foram adicionados 50uL de
uma suspensao celular contendo 2,5 x 10*
células e as placas reincubadas nas
mesmas condi¢cdes anteriores por mais 48
horas. Os pocos referentes ao controle
positivo (80% de destruicdo celular)
continham 50uL de toxina, 50uL de MEM e
50uL de células. Os pocos referentes ao
controle negativo (100% de células viaveis)
continham 100uL de MEM e 50uL de
células. Os pocos referentes ao controle do
soro, realizado para a verificagdo da
toxicidade do soro padrdo, continham 50uL
de soro padrdo, 50uL de MEM e 50uL de
células. O volume final em cada poco foi de
150uL. Apds as 48 horas de incubagdo o
sobrenadante foi descartado e 0s pocos
lavados duas vezes com 100ul de PBS-1X
corados com 100uL de uma solucdo de
cristal violeta (0,1%) para observacdo do
ECP (Souza Janior et al., 2010). Para a
leitura visual dos pocos considerou-se 80%
de ECP (Lima et al, 2011). Para a validagéo
do teste foi realizado a retrotitulacdo da
toxina padronizada utilizando-se a antitoxina
padrdo de C. sordellii (Salvarani et al. 2010).

4.10.9.1.4 Titulacdo de antitoxina A/B de
Clostridium difficile de soros de coelhos,
porcas e leitbes por meio da técnica de
soroneutralizagéo in vitro

O soro teste foi mantido em banho-maria a
56°C por 30 minutos. Apés este periodo
100pL do soro foram adicionados nos
quatro Primeiros pocos da placa de 96
po<;os(36 , € nos demais pocos foi adicionado
50uL de MEM suplementado. Procedeu-se
a diluicdo do soro teste na base dois, e foi
adicionada mais 50uL das toxinas A/B
padronizadas no nivel de teste L+/50. A
placa foi homogeneizada manualmente por
30 segundos e incubada a 37°C por uma
hora em estufa Umida com 5% de CO.,.

9 National Institute for Biological Standards and
Control (NIBSC), UK
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Apés este periodo, foram adicionados 50 pL
de uma suspensao celular contendo 2,5 x
10* células VERO e as placas reincubadas
nas mesmas condi¢cdes anteriores por mais
48 horas. Os pogos referentes ao controle
positivo (100% de destruicdo celular)
continham 50uL de toxina padronizada,
50uL de MEM e 50pL de células. Os pogos
referentes ao controle negativo (100% de
células viaveis) continham 100uL de MEM e
50uL de células. Os pocos referentes ao
controle do soro, realizado para a
verificacdo da toxicidade dos soros teste,
continham 50uL de soro teste, 50uL de
MEM e 50uL de células. O volume final em
cada poco foi de 150uL. ApGs as 48 horas
de incubacéo o sobrenadante foi descartado
e 0s pogos lavados duas vezes com 100uL
de PBS-1X e corados com 100uL de uma
solugdo de cristal violeta (0,1%) para
observacdo do ECP (Souza Junior et al.,
2010). Para a leitura visual dos pogos foi
considerado 80% de ECP (Lima et al, 2011).
Para a validacdo do teste foi realizado a
retrotitulagdo da toxina  padronizada
utiizando-se a antitoxina padrdo de C.
sordellii (Salvarani et al., 2010).

4.11.9.2 Titulagdo de antitoxina alfa de
Clostridium perfringens tipo A de soros
de coelhos, porcas e leitdes por meio da
técnica de soroprotecéo em
camundongos

Foi empregada a metodologia preconizada
pelo United States Department of
Agriculture (USDA), 2002, que consiste no
desafio do soro teste frente a toxina alfa
padronizada para conter 10DLsy,. O soro
teste puro foi misturado a toxina alfa, por 30
minutos a temperatura de 37°C, e apds este
periodo 10 camundongos foram inoculados
com 0,2mL cada, via endovenosa, e
observados por 72 horas. O toxéide alfa
serd considerado satisfatério se o soro
antitoxina alfa proteger no minimo 80% do
animais inoculados, o que corresponde a
um titulo de 4Ul/mL.
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4.11.9.3 Titulagdo de antitoxina beta de
Clostridium perfringens tipo C de soros
de coelhos, porcas e leitbes por meio da
técnica de  soroneutralizacdo em
camundongos

Os soros testes foram incubados por 30
minutos em banho-maria a 56°C. Apds este
periodo, 1,0mL de diluicbes seriadas, na
base dois, dos soros em salina peptonada
1% foram homogeneizadas com 0 mesmo
volume da toxina beta padronizada ao nivel
de teste L+ em camundongo (menor
quantidade de toxina que, misturada com
1Ul de antitoxina padrdo homdloga e
inoculada em camundongos por via
endovenosa, é capaz de matar 80% dos
animais inoculados em 72  horas),
gentiimente  cedida pelo Laboratorio
Nacional Agropecuario de Minas Gerais
(LANAGRO/MG). A mistura foi mantida a
37°C por 30 minutos. Para cada diluico,
0,2mL foram inoculados em cinco
camundongos por via endovenosa. No
controle negativo foi inoculado apenas
0,2mL do soro teste e no controle positivo
foi inoculada apenas a toxina padronizada
0,2mL. Os animais foram observados por 72
horas (European Pharmacopoeia, 1998).
Para a validac@o do teste foi realizado a
retrotitulagdo da  toxina  padronizada
utilizando-se a antitoxina padrao
homéloga®” (Salvarani et al., 2010).

4.12 Analise estatistica

Para andlise dos resultados foram
empregados o teste exato de Fisher e o
teste de Chi-Quadrado (Sampaio, 1998).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento, identificac&o e
genotipificacdo de Clostridium difficile;
deteccdo das toxinas A/B; macroscopia e
histopatologia

Dos 60 animais utilizados nesse trabalho
em 12 (20%) foi possivel isolar e
genotipificar Clostridium difficile a partir das
fezes, resultado inferior ao encontrado por
Alvarez-Perez et al. (2009) de 25,9% de
isolados em granjas espanholas. Essa
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diferenca pode ser resultado do numero
amostral, uma vez que nesse estudo foram
coletadas fezes de apenas quatro animais,
por granja, contra 23 animais, por granja,
em média por Alvarez-Perez et al. (2009).
Destes 12 animais, cinco (41,7%) eram do
grupo diarreico e sete (58,3%) do grupo nédo
diarreico. Este resultado pode ser justificado
pelo fato de ser mais comum que leitdes
com infeccdo por C. difficile ndo apresentem
diarreia ou qualquer outro sinal clinico,
como também observado por Yaeger et al.,
(2007). Ao analisarmos a taxa de
isolamento com relacdo as granjas estudas,
observa-se que das 15 granjas, em sete
(46,7%) foi possivel isolar o agente,
resultado inferior ao observado Baker et al.
(2010) que isolaram o agente em 62,5% das
granjas americanas pesquisadas. O menor
namero de granjas positivas no isolamento
de C. difficile, nesse trabalho, quando
comparado ao estudo conduzido por Baker
et al. (2010) pode ser explicado pela néo
utilizac&o do taurocolate no meio seletivo de
isolamento, que permite uma melhor
germinacdo dos esporos, aumentando a
viabilidade do isolamento, e pelo perfil de
granjas estudas, que nesse estudo n&o
estavam passando por um surto de diarreia
neonatal.

A construcéo de uma tabela de contingéncia
2X2 para comparacdo da taxa de
isolamento de C. difficile com as idades dos
leitdes coletados, agrupados em animais de
0-3 e 4-7 dias de idade, demonstrou pelo
teste exato de Fisher, haver diferenca
estatistica (p<0,0007), permitindo afirmar
gue 0 maior sucesso na taxa de isolamento
do agente esta em se coletar amostras de
animais de zero a trés dias de idade,
independente do animal apresentar ou nédo
0 quadro clinico de diarreia. Este fato, pode
ser explicado por ser nessa idade em que a
microbiota do animal estd sendo
estabelecida.

Das 12 amostras de C. difficile isoladas e
tipicadas pela PCR Multipex, trés (25%)
eram ndo toxigénicas (AB) e nove (75%)
possuiam os genes tcdA ou tcdB
codificadores das toxinas A e B. Destas
nove amostras, quatro (44,5%) eram
positivas para a presenca dos genes tcdA e



tcdB (A'B"), enquanto que as outras cinco
(55,5%) eram amostras variantes (A'B*). Em
contraste, trabalhando com 140 isolados,
Alvarez-Perez et al. (2009) encontraram
apenas sete (5%) amostras de C. difficile
ndo toxigénicas e uma amostra variante
(0,7%), todas isoladas numa mesma granja.
No presente estudo, todas as amostras nao
toxigénicas foram isoladas de animais nao
diarreicos, corroborando o0s resultados
encontrados por Alvarez-Perez et al. (2009).
Outros estudos envolvendo C. difficile
isolados de diferentes espécies domésticas
(Marks et al.,, 2002; Arroyo et al., 2007;
Avbersek et al.,, 2009; Ossiprandi et al.,
2009), obtiveram wuma frequéncia de
amostras nado toxigénicas e variantes
menores do que a obtida neste experimento
com leitbes. Diferengas na taxa de
isolamento e na frequéncia dos tipos
toxigénicos podem resultar de diferencas no
manejo (Arroyo et al., 2007) e também de
diferencas na distribuicdo geografica. De
acordo com Arroyo et al. (2007), a alta
prevaléncia de amostras variantes pode
complicar o diagnéstico de diarreia por C.
difficile, uma vez que alguns kits comerciais
de ELISA sdo padronizados apenas para
deteccdo da toxina A, podendo gerar
diagnésticos falso-negativos. Também foi
identificada a presenca do gene cdtB da
toxina binaria (CDT) em seis amostras de C.
difficile isoladas (figura 1).

A presenca do gene cdtb que codifica a
toxina binaria (CDT) observada em seis

(50%) amostras de C. difficile isoladas de
leitdes foi significativamente superior a
observada por Arroyo et al. (2007) que
encontraram apenas 4% de amostras CDT
em um estudo com equinos diarreicos,
sendo todas elas A'B’. Avbersek et al.
(2009) também relataram a presenca do
gene responsavel pela producédo da toxina
binaria em amostras de C. difficile isoladas
de leitdes, porém a frequéncia encontrada
nao foi relatada, impedindo comparacdes. A
auséncia de amostras nao toxigénicas
corrobora com estudos anteriores (Stubbs et
al., 2000; Arroyo et al., 2007; Persson et al.,
2008). De acordo com Stubbs et al. (2000),
0 gene da toxina binaria é comumente
observado apenas em amostras que
possuem parte do locus de patogenicidade
(Paloc) contendo os genes para as toxinas
A e B. Com isso, amostras CDT em geral
produzem as toxinas A e B, ou pelo menos
uma delas. Pouco se sabe com relacdo a
relevancia clinica e o papel da CDT nas
diarreias causadas por C. difficile, sendo
ainda que a maioria dos estudos limita-se a
pacientes humanos. Gongalves et al. (2004)
atribuem a toxina bindria o caréater
potencializador, por agir sinergicamente
com as toxinas A e B. De qualquer forma, a
grande frequéncia de amostras de C.
difficile CDT encontradas no presente
estudo mostra a necessidade de mais
estudos com o objetivo de esclarecer o
papel da toxina binéria nas diarreias por C.
difficile em leitdes.
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tcdA (365 pb)

cdtB (262 pb)
tpi (210 pb)

tcdB (160 pb)

Figural: Eletroforese em gel de agarose a 2% da PCR Multiplex de Clostridium difficile.
Canaleta 1: controle negativo. Canaleta 2: amplificacdo do produto de 210 pares de base do
gene tpi (amostra ndo toxigénica A-B- CDT-). Canaleta 3: amplifica¢c@o dos produtos de 365,
210 e 160 pares de bases dos genes tcdA, tpi e tcdB (amostra A+B+ CDT-). Canaleta 4:
amplificac@o do produto de 262, 210 e 160 pares de base do gene cdtB, tpi e tcdB (amostra A-
B+ CDT+). Canaleta 5: amplificacdo dos produtos de 365, 262, 210 e 160 pares de bases dos
genes tcdA, cdtB, tpi e tcdB (amostra A+B+ CDT+). Canaleta 6: padrdo de tamanho molecular

(1kb plus DNA Ladder - Invitrogen).

Na interpretacdo dos dados da deteccéo
qualitativa das toxinas A/B de C. difficile
pelo ELISA, observou-se que em 10
(16,7%) dos 60 animais amostrados foi
possivel a identificacdo das toxinas. Destes
10 leitdes, sete (70%) eram do grupo
diarreico e os outros trés (30%) do grupo
ndo diarreico. Ao analisarmos a taxa de
deteccdo das toxinas A e B com relacdo as
granjas estudadas, em seis delas foi
possivel identificar as toxinas, sendo que
em uma das granjas, trés dos quatros
animais utilizados foram positivos. A
deteccdo das toxinas A/B, considerado o
padrdo ouro no diagnostico da infeccéo por
C. difficile, demonstra que a infeccdo por
este agente esta presente na suinocultura
mineira e a importancia do seu estudo,
diagndstico e controle. A proporcao de
animais positivos encontrada € inferior ao
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relatado por Yaeger et al. (2007), que
observaram 62 leitdes positivos em 129
amostras testadas (50%). Porém, das 129
amostras avaliadas pelos autores, 100
(77,5%) eram de animais com suspeita de
infeccdo por C. difficle, o que
provavelmente influenciou
significativamente na grande proporcao de
positivos encontrada. Em outro estudo
semelhante, o exame de 1000 leitbes com
enterite revelou a presenca das toxinas A e
B em 58,4% deles (Songer e Anderson,
2006).

Avaliando somente o isolamento e a
detec¢do das toxinas pelo ELISA, observa-
se apenas 5% (3/60) animais positivos para
ambos os testes. Este resultado também foi
verificado por Yaeger et al. (2007) e tem
relacdo com a dificuldade de isolamento do



microrganismo, fazendo com que em muitos
casos as toxinas A e B sejam encontradas
no conteddo fecal, sem o isolamento.
Segundo Buggy et al. (1983) a forma
vegetativa de C. difficile resiste pouco
tempo em condicdes aerodbicas, sendo
dependente da esporulacdo para que possa
permanecer viavel nas fezes. Além disso,
algumas amostras podem n&o crescer
devido a sensibilidade a um ou a ambos
antibidticos utilizados no meio seletivo
(Songer e Uzal, 2005). Podemos inferir
também que a ndo utilizagdo do taurocolate
como suplemento ao meio seletivo para
isolamento de C. difficile nesse trabalho
pode ter influenciado a baixa taxa de
isolamento, associado com o perfil das
granjas analisadas de n&o estarem
passando por surtos de diarreia neonatal.

A necropsia, 13 leitbes  (21,6%)
apresentaram edema de mesocdlon,
alteracdo macroscoOpica sugestiva da

infeccdo por C. difficile (Figura 2). Dos 13

animais que apresentavam edema de
mesocolon, oito (61,5%) eram do grupo
diarreico e o0s outros cinco (38,46%) do
grupo ndo diarreico. Ao analisarmos a
ocorréncia de edema de mesocélon e as
granjas estudadas, em seis delas foram
encontrados animais com a les&o, sendo
que em uma das granjas, todos os quatros
animais apresentavam a patologia. Segundo
Yaeger et al (2002), colite e edema de
mesocolon, principalmente quando este
ultimo €é severo, sdo as alteracbes
macroscopicas que melhor se
correlacionam com a ocorréncia de
infeccdbes por C. difficile em leitdes,
permitindo portanto inferir novamente que a
infeccao por C. difficile em leitdes até o sete
dias de vida esta presente em Minas Gerais
e que seu estudo, diagndstico e controle
serdo fundamentais para a suinocultura
mineira e possivelmente para a suinocultura
nacional, sendo de suma importancia
estudos nessa area no Brasil.

Figura 2: Leitdo apresentando edema de mesocélon (setas).
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Considerando os 13 leitdes que
apresentaram edema de mesoc6lon, em
seis (46,1%) deles foi possivel identificar
qualitativamente as toxinas A e B de C.
difficile. A construcdo de uma tabela de
contingéncia 2X2 para comparagdo da
presenca de alteracdes macroscopicas e a
detec¢do das toxinas A e B de C. difficile,
demonstrou pelo teste exato de Fisher,
haver diferenca estatistica (p<0,004), e um
valor preditivo positivo de 80%, permitindo
afirmar que a ocorréncia de edema de
mesocoélon esta diretamente associada a
deteccdo das toxinas, confirmando a
ocorréncia de infeccdo por C. difficile,
independente dos animais apresentarem ou
ndo o quadro clinico de diarreia. Dessa
forma, a presenga de edema de mesocdlon
€ um parametro importante para avaliacdes
a campo.

A microscopia, 16 animais apresentaram
lesBes histopatolédgicas, caracterizadas por
lesBes inflamatdrias a citar: tiflite neutrofilica
necrotisante, colite neutrofilica necrotisante
e infiltrado neutrofilico, partindo da lamina
prépria em direcdo ao lumen intestinal,
conhecido como “erosbes em vulcao”
(Figura 3 B e D), muito caracteristica das
infeccBes por C. difficile em leitbes. Destes
16 leitdes, sete (43,7%) apresentavam o
quadro clinico de diarreia e outros nove
(56,3%) ndo diarreicos. Além dessas
alteragfes inflamatodrias, que representam
as alteragBes histoloégicas mais comumente
relatadas, Yaeger et al., (2007) observaram
que uma alteragdo comumente encontrada

42

€ a perda de células caliciformes e aumento
de atividade mit6tica nas criptas. Nesse
estudo também foi observada uma
acentuada diminuicdo de células
caliciformes (Figura 3 B) no ceco e célon de
leitbes que apresentavam alteracbes
inflamatérias. Ao analisarmos a ocorréncia
das lesdes histopatoldgicas com relacdo as
granjas estudadas, em oito delas foram
encontrados animais com alguma leséo
microscopica, sendo que em uma das
granjas, todos o0s quatros animais
apresentavam as patologias. Em relagéo
aos oito leitdes negativos ao ELISA, mas
gue apresentaram les@es histoldgicas, pode
estar relacionado a baixa sensibilidade do
ELISA utilizado, o qual foi padronizado para
detec¢do das toxinas em seres humanos e
nao em animais (Wesse et al., 2001).

A construc@o de uma tabela de contingéncia
2X2 para comparacdo da presenca de
alteracdes microscoépicas e a deteccdo das
toxinas A e B de C. difficile, demonstrou
pelo teste exato de Fisher, haver diferenca
estatistica (p<0,0001), e um valor preditivo
positivo de 80%, permitindo afirmar que a
ocorréncia  de lesBes inflamatorias
microscépicas esta diretamente associada a
deteccdo das toxinas, confiimando a
ocorréncia de infeccdo por C. difficile,
independente dos animais apresentarem ou
ndo o quadro clinico de diarreia. Portanto,
na impossibilidade de se utilizar, ou mesmo
em se adquirir o Kit ELISA, a histopatologia
pode ser utilizada como ferramenta no
diagnéstico da infeccdo por C. difficile.



Figura 3: Cdlon de leitdo: A e C). Célon normal com presen¢a marcante de células caliciformes,
vide setas (40X e 400X); B e D). Colite neutrofilica necrotisante grave, ha intensa infiltracdo de
neutréfilos partindo da lamina prépria em direcdo ao limen intestinal, lesdo conhecida como
“erosdes em vulcao”, setas (aumento de 40X e 400X).
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Estes resultados de macroscopia,
microscopia e detec¢do das toxinas A e B
encontrados no presente estudo e suas
associagfes, confirmam as suspeitas de
que a infeccdo por C. difficile em leitbes
neonatos com até sete dias de vida esta
presente na suinocultura mineira, e que
leitdes com infeccdo por este agente podem
nao apresentarem diarreia ou qualquer
outro sinal clinico. Por outro lado, esses
animais sdo positivos para deteccdo das
toxinas e apresentam lesdes intestinais
quando submetidos a uma avaliagdo
macroscopica e histopatol4gica,
demonstrando a importancia da associacéo
de diferentes ferramentas investigativas no
diagnéstico da infeccdo causada por esse
agente em leitdes neonatos na fase da
maternidade.

5.2 Isolamento, guantificagao,
identificac&o e tipificacdo de Clostridium
perfringens; histopatologia;
sequenciamento do gene cpb2

Dos 60 animais utilizados neste trabalho,
em 50 (83,3%) foi possivel isolar colénias
caracteristicas de Clostridium perfringens a
partir das fezes. Na tipificacdo destas
amostras por meio da técnica da PCR
Multiplex (figura 4), observou-se que todas
eram C. perfringens tipo A, resultado este
que corrobora com o encontrado por Baker
et al. (2010) de 89,8% (299/333). Destas 50
amostras de C. perfringens tipo A, 46%
(23/30) foram isoladas de animais com
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diarreia e 54% (27/30) isoladas de animais
aparentemente sadios. Esta taxa de
isolamento de C. perfringens tipo A em
animais diarreicos de 46%, foi superior aos
21% (21/100) encontrado por Yaeger
(2007). Foi possivel isolar o agente em
todas as granjas estudadas, resultado que
corrobora os encontrado por Baker et al.
(2010) em granjas americanas,
demonstrando a alta frequéncia deste tipo
de C. perfringens, comensal do trato
intestinal de suinos sadios.

Em 37 (74%) amostras de C. perfringens
tipo A isoladas, foi detectada a presenca do
gene cpb2, codificador da toxina beta-2,
resultado similar ao observado por Sting
(2009) na Alemanha, de 75, 3% (593/787).
Das 37 amostras em que se detectou a
presenca do gene cpb2, 19 (51,5%) eram
de leitbes com diarreia, resultado inferior
aos observados por Gibert et al. (1997)
encontrando 88,9% (24/27), por Klassen et
al. (1999) 70% (21/30) na Holanda e 90,3%
(28/31) na Suica, por Garmory et al. (2000)
69,7% (23/33), e 91,8% (235/256)
encontrado por Bueschel et al., 2003. Os
dados acima sugerem uma correla¢éo entre
a ocorréncia de diarreia em suinos e o
isolamento de amostras de C. perfringens
tipo A cpb2 em animais afetados. Porém,
para fundamentar este ponto de vista, é
necessario uma investigacdo da presenca
da toxina beta-2 no intestino do leitdo e
seus efeitos locais e sistémicos.
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Figura 4: Eletroforese em gel de agarose a 1% da PCR Multiplex de Clostridium perfringens.
Canaleta 1: padrdo de peso molecular (1 kb plus DNA Ladder - Invitrogen); Canaleta 2:
amplificacdo do produto de 324 pares de bases do gene plc (C.perfringens A - ATCC 3624);
Canaleta 3: amplificacdo dos produtos de 196, 324 e 655 pares de base dos genes cpb, plc e
etx (C. perfringens B - ATCC 3626); Canaleta 5: amplificacdo dos produtos de 324 e 655 pares
de bases dos genes plc e etx (C. perfringens D - ATCC 3629); Canaleta 6: controle negativo;
Canaleta 4: amplificacdo do produto de 324 pares de bases do gene plc (C. perfringens tipo A
isolada no experimento); Canaletas 7 a 11: amplificagdo dos produtos de 324 e 573 pares de
bases dos gene plc e cpb2 (C. perfringens tipo A cpb2 positivas isoladas no experimento).

A alta frequéncia de C. perfringens tipo A
cpb2 encontrada no grupo de animais ndo
diarreicos (48,7%) foi um resultado
inesperado, uma vez que amostras positivas
para o0 gene cpb2 comumente estdo
relacionadas com a ocorréncia de enterites
ou diarreias (Van Asten et al., 2010). Diante
desse resultado, 31 amostras de C.
perfringens tipo A cpb2 tiveram seu DNA
extraido e o gene cpb2 sequenciado para
andlise da ocorréncia de mutagbes, que
pudessem levar a sintese de uma proteina
truncada, que néo seria expressa, e por isso
ndo causaria les6es e nem o quadro clinico
de diarreia, justificando assim o maior
namero de amostras cpb2 no grupo de
animais néo diarreicos.

Porém o resultado do sequenciamento
revelou que apenas 10 amostras, oito do
grupo nao diarreico e duas do grupo
diarreico, apresentavam uma mutacdo no
gene cpb2 que gerava uma proteina
truncada sem acdo efetiva. As outras 21
amostras, 12 do grupo diarreico e nove do
grupo ndo diarreico, ndo apresentavam a
mutagdo, permitindo assim a traducdo
normal da toxina beta-2 (figura 5). Este
sequenciamento nos permite inferir que a
presenca do gene cpb2 possa nédo ser o
marcador de  patogenicidade  como
defendido por muitos pesquisadores, sendo
portanto necessario a deteccdo da toxina
beta 2 no sistema in vivo e avaliagdo de
seus efeitos toxicos no organismo animal e
ndo apenas a deteccdo do gene cpb2 nas
amostras de C. perfringens isoladas.
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Figura 5: Alinhamento dos aminoacidos codificados pelos gene cpb2 isolados dos leitdes com e sem diarreia. Ponto significa homologia dos
aminoacidos e consequente tradugcdo da proteina normal. Asterisco significa que no local foi gerado um stop codon, dando origem a
proteina truncada que ndo pode ser expressa. Finais 1 e 2 representam animais com diarreia, 3 e 4 representam animais sem diarreia. As
letras codificam as granjas estudadas.
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Os valores da enumeracdo das amostras
isoladas, em nimero de col6nias por grama
de fezes, & apresentado na tabela 5. O
ponto de corte de 10’ UFC/g foi escolhido

baseado no trabalho de Manteca et al.
(2001), por ser considerada a contagem
indicativa da presenca de infeccdo por C.
perfringens.

Tabela 5: Niamero de colénias de Clostridium perfringens tipo A em unidade formadora de
colénia (UFC) por grama de fezes, isoladas de leitBes de zero a sete dias, com e sem diarreia

Contagem UFC/g Leitdo diarreico

Leitdo nado diarreico

Amostras cpb2 + Amostras cpb2 -

> 10" UFClg 9 22 20 11
<10’ UFC/g 14 5 11 8
Total 23 27 31 19

Ao compararmos os dados do numero de
amostras isoladas de animais com e sem
diarreia, com os valores encontrados na
enumeracgdo, pelo teste de Qui-quadrado,
observa-se haver diferenca estatistica
(p<0,0002), permitindo afirmar que as
maiores contagens de C. perfringens tipo A,
que seriam indicativas de infec¢do por este
agente, foram encontradas nos animais que
nao apresentavam o quadro clinico de
diarreia. Com relacdo as amostras cpb2
positivas e negativas, ndo houve diferenca
estatistica (p=0,405) quando comparado
com os valores de quantificacdo. Estes
resultados corroboram os encontrados por
Baker (2006), que ndo observou nenhuma
associagdo entre a contagem de C.
perfringens tipo A nas fezes de animais com
a manifestacdo clinica de diarreia. Estes
dados indicam que a quantificacdo de
colénias nas fezes de leitBes, ndo é um
parametro a ser utilizado como ferramenta
de diagnostico, como também ja observado
por Songer e Glock (1998).

Na avaliagdo histopatologica, ndo foram
verificadas quaisquer alteragbes, como
presenca de bastonetes Gram positivos, de
neutrofilos e atrofia de vilosidade, que
pudessem ser associadas a este agente.
Apesar de muitos trabalhos néo
considerarem a presenca de alteracGes
histopatolégicas associadas a infec¢bes por
C. perfringens tipo A cpb2, alguns autores
tem associado a presenca de infiltrados
inflamatérios na lamina prépria e necrose
discreta a moderada de enterdcitos a esta
infecc@o (Songer e Glock, 1998; Hammer et
al., 2008). Entretanto, ndo foi encontrada
qualquer lesdo histolégica que pudesse ser

atribuida a este agente. Sendo, portanto,
coerente pensar que a diarreia causada por
C. perfringens tipo A seja de carater
secretéria, e nao inflamatéria como se
suspeita.

Segundo Schultz (2006) o diagndstico de
diarreia causada por C. perfringens tipo A
deve ser determinado pela presenca dos
sinais clinicos tipicos, presenca de grandes
quantidades de bastonetes Gram positivos,
a auséncia de lesBes graves macroscopicas
€ microscopicas, associados sempre a
exclusao de outros potenciais
enteropatdgenos, porém é preciso bastante
cautela na interpretacdo destes resultados,
uma vez que este agente é normal a
microbiota entérica de animais sadios,
sendo importante a detec¢do das toxina(s)
envolvida(s) via soroneutralizagdo com
antitoxina padrdo homologa.

Ndo foi isolada nenhuma amostra de C.
perfringens tipo C, resultado esse que
corrobora com o0s encontrados na maioria
dos estudos envolvendo isolamento e
identificacdo de C. perfringens em leitdes
diarreicos (Yaeger, 2007; Sting., 2009;
Baker et al., 2010). A histopatologia também
ndo houve qualquer alteracdo sugestiva de
infeccdo por C. perfringens tipo C. Uma
provavel explicacdo seria a eficiéncia das
medidas terapéuticas adotadas nas granjas
como a utilizacgdo preventiva de
antimicrobianos e a vacinagcdo das porcas
com toxdide beta presente em algumas
vacinas comerciais disponiveis no mercado.
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5.3 Concentragdao inibitoria minima (CIM) antimicrobianos testados estdo compilados
das amostras de Clostridium perfringens na tabela 6.

A CIM das 50 amostras de C. perfringens
tipo A isoladas de leitbes frente aos 15

Tabela 6: Distribuicdo da concentracdo inibitéria minima em micrograma por mililitro (ug/mL)
dos 15 antimicrobianos frente as 50 amostras de Clostridium perfringens tipo A isoladas de
leitdes de até sete dias de vida, com e sem diarreia

Antibiotico Diluicdo do antibiético (ug/mL)
025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 >256 CIMsy ClMgo
Amoxicilina 5 31 9 2 2 1 0 0 O 0 0 0 0,5 1
Avilamicina 0 0O 15 2 16 9 0 O 2 1 0 5 4 128
Ceftiofur 21 9 2 4 6 5 0 0 O 0 3 0 0,5 8
Estreptomicina 0 0 O 0 O O O o0 o 0 8 42 >256 >256
Florfenicol 0 1 2 24 9 2 2 2 0 7 1 0 2 128
Josamicina 0 0 0O 1 3 17 6 0 2 0 5 16 16 >256
Leucomicina 0 0 7 14 13 O 2 0 0 0 7 7 4 >256
Lincomicina 0 0 0O 6 8 8 1 1 O 0 7 19 16 256
Narasina 0 2 1 41 O 2 0 0 0 0 0 4 2 8
Neomicina 0 0 1 0O o O O o0 o 1 4 44 >256 >256
Norfloxacina 0 0 3 0 0o 2 1 3 9 23 9 0 128 256
Sulfa 0 0 O o O O O o0 o 0 0 50 >256 >256
Tetraciclina 0 0 0 4 0O 4 21 2 0 5 14 0 16 256
Tilosina 13 23 5 2 1 0 3 3 0 0 0 0 0,5 16
Trimetropim 0 0 0O 0 O O O 0 O 0 0 50 >256 >256
Conforme demonstrando na tabela acima, Considerando o limite de sensibilidade de
os antibioticos B-lactamicos (amoxicilina e 8ug/mL para o florfenicol, este antibiético
ceftiofur), ionéforos (narasina e avilamicina), inibiu o crescimento de 76% das amostras
macrolideos (tilosina) e o florfenicol foram de C. perfringens tipo A. Para a tilosina, o
as bases farmacoldgicas mais eficientes na limite de sensibilidade é de 8ug/mL e nesse
inibicAo do crescimento de C. perfringens trabalho, 88% dos isolados tiveram seu
tipo A. Em contrapartida, os antibiéticos das crescimento inibido até esta concentracéo.
classes das quinolonas (norfloxacina), A tetraciclina e lincomicina apresentaram 84
aminoglicosideos (estreptomicina e e 72% das amostras inibidas nas
neomicina), sulfonamidas (trimetropim e concentracbes acima de 16 e 8ug/mL,
sulfa) e a tetraciclina foram as bases respectivamente, sendo estes os limites de
farmacolégicas menos eficientes, com um resisténcia determinados pelo CLSI (2009).
perfil elevado de amostras resistentes. Genes responsaveis pela resisténcia a
tetraciclina e lincomicina ja foram descritos
Todas as amostras testadas foram inibidas em amostras de C. perfringens isoladas de
pela amoxicilina em concentracdes abaixo humanos e animais (Chopra e Roberts,
de 4ug/mL, Ilimite de sensibilidade 2001; Sasaki et al., 2001; Marks e Kather,
determinado pelo CLSI (2009). J& o limite 2003; Johansson et al., 2004; Chalmers et
de sensibilidade estipulado para o ceftiofur é al., 2008; Gholamiandehkordi, et al., 2009;
de 16ug/mL e nesse trabalho esta droga Silva et al., 2009), fato que pode explicar o
inibiu o crescimento de 94% isolados até alto indice de resisténcia encontrado no
esta concentracdo. A CIMg, de 128ug/mL presente estudo para estas duas drogas. Os
determinada para o florfenicol foi oito vezes demais antimicrobianos foram menos ativos,
maior que a encontrada por Tansuphasiri et necessitado de altas concentragbes para
al. (2009) frente a isolados de suinos com inibirem o crescimento de C. perfringens
quadros de enterite na  Tailandia. tipo A, porém estes resultados devem ser
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interpretados como menor sensibilidade
inerente a essas drogas, e ndo como
resisténcia mediada por genes adquiridos
ou mutagdes.

Os resultados CIMsgy e CIMg, de isolados de
animais com e sem diarreia sdo
apresentados na tabela 7.

Tabela 7: Distribuicdo da concentracéo inibitdria minima 50 (CIMsg) e concentracdo inibitoria
minima 90 (CIMgy) em micrograma por mililitro (ug/mL) dos 15 antimicrobianos frente as 23
amostras de Clostridium perfringens tipo A isoladas de leitdes com diarreia, e as 27 amostras

de Clostridium perfringens tipo A isoladas de leitdes sem diarreia.

Antibibtico Diarreico Sem diarreia
CIMso (pg/mL)  CIMgo (pg/mL)  CIMsp (Ug/mL)  CIMgo (Hg/mL)
Amoxicilina 0,5 2 0,5 1
Avilamicina 4 >256 4 8
Ceftiofur 0,5 8 0,5 4
Estreptomicina >256 >256 >256 >256
Florfenicol 2 128 2 128
Josamicina 16 >256 16 >256
Leucomicina 4 >256 4 >256
Lincomicina 256 >256 256 >256
Narasina 2 >256 2 2
Neomicina >256 >256 >256 >256
Norfloxacina 128 256 64 256
Sulfa >256 >256 >256 >256
Tetraciclina 16 256 16 256
Tilosina 0,5 16 0,5 1
Trimetropin >256 >256 >256 >256

Ao comprar o perfil de inibicdo das amostras
isoladas de leitdes com quadro clinico de
diarreia, com as isoladas de leitbes né&o
diarreicos, observa-se uma mudanca na
sensibilidade a avilamicina, narasina e
tilosina. As CIMgy, destas trés drogas
ocorreram em concentragées mais elevadas
nos isolados de animais diarreicos. Em
relagdo a narasina e avilamicina, esta
mudanca no perfil foi mais significativo
passando de 2 e 8ug/mL, respectivamente,
nas amostras dos leitdes ndo diarreicos
para >256ug/mL nas amostras dos leitdes
diarreicos, concentragdo 128 vezes superior
para narasina e 32 vezes superior para
avilamicina. Nas demais drogas testadas

ndo foram percebidas mudanc¢as no perfil de
inibicdo, quando se comparou a ClMgy dos
isolados de animais com e sem diarreia.
Estes resultados sugerem que alguns
antibiéticos, principalmente os ionéforos,
nao devam ser utilizados para o tratamento
terapéutico de diarreias causadas por C.
perfringens tipo A, devendo, portanto, seu
uso ser restrito a forma de promotor de
crescimento.

Na tabela 8 séo apresentados os resultados
CIMso e CIMg, dos isolados dos leitbes com
e sem diarreia e que apresentavam ou nhao
a presenca do gene cpb2.
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Tabela 8: Distribuicdo da concentracdo inibitéria minima 50 (CIMs) e concentracao inibitoria
minima 90 (CIMgy) em micrograma por mililitro (ug/mL) dos 15 antimicrobianos frente as 31
amostras de Clostridium perfringens tipo A, cpb2 positivas, e as 19 amostras de Clostridium
perfringens tipo A, cpb2 negativas, isoladas de leitdes com e sem diarreia.

Antibiético Cpb2 positivo Cpb2 negativo
ClMso (ug/mL)  CIMgo(ug/mL)  ClMso (ug/mL) ClMgo (pg/mL)

Amoxicilina 0,5 1 0,5 4
Avilamicina 4 128 4 256
Ceftiofur 1 8 0,25 2
Estreptomicina >256 >256 >256 >256
Florfenicol 4 128 2 128
Josamicina 256 >256 8 >256
Leucomicina 4 >256 2 4
Lincomicina 256 >256 8 >256
Narasina 2 2 2 16
Neomicina >256 >256 >256 >256
Norfloxacina 128 256 128 128
Sulfa >256 >256 >256 >256
Tetraciclina 32 256 16 256
Tilosina 0,5 32 0,5 0,5
Trimetropin >256 >256 >256 >256
Quando se comprara os resultados dos suinocultura nacional, nao seja

antimicrobianos que apresentaram menores
CIMgy (Tab. 6), com os isolados que
possuiam o0 gene cpb2 a estas mesmas
drogas (Tab. 8), observa-se uma variagédo
no perfil de sensibilidade, principalmente,
com relagdo a tilosina, cuja CIMgg passou de
16ug/mL para 32ug/mL. Entretanto, quando
correlacionado com o limite de sensibilidade
estabelecido pelo CLSI (2009), apenas o
valor referente a tilosina 32ug/mL, esti
quatro vezes maior ao limite de referéncia.
A comparacdo apenas do perfil de inibigdo
das amostras cpb2 positivas e negativas
demonstra que a ClMg, obtida nos isolados
cpb2 positivos para amoxicilina, narasina e
avilamicina, foram inferiores as ClMgg
encontradas para o0s isolados cpb2
negativos, sugerindo que, principalmente,
os ionéforos podem ser indicados, como
promotores de crescimento, no controle das
amostras portadoras do gene cpb2, as quais
representaram 62% das amostras isoladas
neste trabalho. Em contrapartida a ClMg, da
tilosina, ceftiofur e leucomicina frente aos
isolados cpb2 positivos foram superiores as
CIMgy encontradas para os isolados cpb2
negativos, sugerindo também que o uso
destas trés bases de amplo acesso na
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recomendado para o controle de diarreia
causada por C. perfringens tipo A cpb2
positivo.

A droga que apresentou o melhor perfil de
inibicdo antimicrobiana frente a isolados de
C. perfringens tipo A de leites, com ou sem
0 quadro clinico de diarreia e a presenca do
gene cpb2, neste estudo foi a amoxicilina.
Este é o primeiro trabalho a comparar o CIM
para amostras de C. perfringens tipo A com
0 gene cpb2, em leitbes neonatos com e
sem diarreia.

Os dados de um antibiograma representam
uma estimativa in vitro da sensibilidade ou
resisténcia de determinados agentes a uma
droga. Geralmente estes resultados
apresentam boa correlagdo com os
resultados dos tratamentos, entretanto, ndo
existe a garantia da eficiéncia dos
tratamentos in vivo, situagdo na qual outros
fatores interagem. Desta forma, sugere-se
que os antimicrobianos sejam utilizados
somente para fins terapéuticos, e como
promotores de crescimento somente 0s
antibiéticos n&o utilizados na medicina
humana. Porém, o ideal € a intensificacéo



na adocdo de medidas de controle visando
0 manejo correto de higiene e desinfec¢éo
do ambiente, associado a vacinagdo ou ao
uso de estratégias alternativas, como 0 uso
de probioticos, prebiéticos, enzimas, acidos
organicos, extratos vegetais e homeopatia.
5.4 Producdo e avaliagdo da vacina
experimental polivalente

As toxinas recombinantes alfa de
Clostridium perfringens tipo A e beta de
Clostridium perfringens tipo C purificadas
mediante cromatografia de afinidade estéo
representadas na figura 6.

Figura 6: SDS-PAGE 12% da purificacdo
mediante cromatografia de afinidade da
toxina alfa e toxina beta recombiantes de
Clostridium perfringens produzidas em
Escherichia coli. (1) BioPioneer Low Range
Pre-Stained Protein Marker. (2) Toxina beta
recombinante (40kDa). (3) Toxina alfa
recombinante (43KDa).

As toxinas A/B de Clostridium difficile ATCC
9689 produzidas no biorreator de bancada
e concentradas em sistema de ultrafiltracéo
estdo representadas na figura 7.

400kDa

300kDa

200kDa |

100kDa

Figura 7: SDS-PAGE 7,5% das toxinas A/B
de Clostridium difficile. (1) BioPioneer Low
Range Pre-Stained Protein Marker. (2)
Toxina A de Clostridium difficile (308kDa) e
Toxina B de Clostridium difficile (270KDa).

Na titulacdo das toxinas A/B de C. difficile
em linhagem celular VERO obteve-se um
titulo de 20.480ECP/mL. A inativacdo das
toxinas A/B com formol ocorreu em 24
horas, com a morte dos cinco camundongos
inoculados apenas nas primeiras 24 horas,
aproximadamente 13 horas apos
inoculacdo. Apés este primeiro periodo
todos os animais inoculados ficaram vivos
comprovando a inativacdo das toxinas. As
toxinas recombinantes alfa e beta eram
atoxicas, ndo sendo necessério 0 processo
de inativacdo com formol.

O teste de soroneutralizagdo in vitro das
toxinas A/B de C. difficile em linhagem
VERO padronizado no nivel de teste L+/50,
demosntrou ser uma alternativa segura e
precisa na mensuracdo de anticorpos
neutralizantes, podendo ser utilizado nos
testes de poténcia e eficiéncia de vacinas
clostridiias que contenham os toxéides A e
B em sua composi¢cdo, sendo, portanto,
uma importante ferramenta dentro da
medicina veterinaria.
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No teste de esterilidade realizado com a
primeira partida da vacina experimental
polivalente utilizada nos coelhos e com a
segunda partida utlizada nas porcas
gestantes, ndo houve crescimento nos
tubos de caldo tioglicolato e caldo
sabouraud incubados em aerobiose e
anaerobiose durante os 21 dias de
incubacdo. No teste de inocuidade realizado
nas duas marras inoculadas com o dobro da
dose teste, por via subcutanea, nao foram
observadas reagfes locais ou sistémicas
nos animais. Estes resultados comprovam
que a vacina experimental produzida foi
estéril e inécua.

Os coelhos foram vacinados com uma dose
de 2mL, contendo 200ug do toxdéide alfa
recombinante, 200ug do toxdide beta
recombinante e 1000ug do toxéide A/B. O
titulo de antitoxina alfa encontrado no pool
de soro dos coelhos foi de 9,6Ul/mL,
superior ao limite minimo estabelecido pelo
USDA de 4UI/mL (USDA, 2002). O titulo de
antitoxina beta foi de 20,4Ul/mL, também foi
superior ao limite minimo estabelecido pela

legislacdo brasileira de 10UI/mL (Brasil,
1997). J& para o titulo de antitoxina A/B de
C.  difficle ndo existe parametro
estabelecido na literatura mundial, sendo
este trabalho o primeiro a padronizar um
teste de soroneutralizagdo em célula para
deteccdo de anticorpos neutralizantes.
Portanto, especula-se que o titulo de
6,4Ul/mL de antitoxina A/B seja satisfatério
em induzir protecdo aos animais vacinados.
Estes resultados comprovam que no teste
de poténcia realizado em coelhos, a vacina
experimental polivalente foi eficiente em
induzir titulos de anticorpos neutralizantes,
permitindo a realizacdo da segunda etapa
de vacinacdo das porcas gestantes. Na
literatura mundial ndo existem trabalhos que
avaliem a poténcia de uma vacina com 0s
mesmos antigenos de C. difficile utilizados
neste trabalho, o0 que impossibilita
comparacoes.

Os titulos de anticorpos neutralizantes
antitoxina alfa, antitoxina beta e antitoxina
A/B do soros das porcas estdo
representados na tabela 9.

Tabela 9: Nivel de anticorpos neutralizantes em unidades internacionais por mililitro (Ul/mL) de
antitoxina alfa, antitoxina beta de Clostridium perfringens e antitoxina A/B de Clostridium difficile

em soros de porcas imunizadas.

Antitoxina alfa

Antitoxina beta

Antitoxina A/B

Porca 1 6,9 Ul/ml
Porca 2 4.8 Ul/ml
Porca 3 4,8 Ul/ml
Porca 4 5,7 Ul/ml
Porca 5 6,9 Ul/ml
Porca 6 5,7 Ul/ml
Porca 7 6,9 Ul/ml
Porca 8 ND

17,3 Ul/ml 1,6 Ul/ml
12 Ul/ml 1,6 Ul/ml
12 Ul/ml 1,6 Ul/ml

14,4 Ul/ml 3,2 Ul/ml

17,3 Ul/ml 1,6 Ul/ml

14,4 Ul/ml 0,8 Ul/ml

14,4 Ul/ml 1,6 Ul/ml

ND ND

*ND= ndo detectavel.

Na titulacdo da antitoxina alfa no soro das
porcas a média dos titulos foi de 5,9Ul/mL,
com uma pequena variacdo individual de
4,8 a 6,9Ul/mL. Este valor médio do titulo de
antitoxina alfa encontrado foi inferior ao
obtido por Hammer et al. (2008) de
24Ul/mL, entretanto no estudo conduzido
por estes pesquisadores a vacina utilizada
era monovalente, ou seja, s6 continha o
toxdide alfa e ndo foi informado a
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concentracao deste antigeno o que dificulta
0 estabelecimento de comparacbes mais
especificas. Na titulacdo da antitoxina beta
no soro das porcas a média dos titulos foi
de 14,5Ul/mL, com uma pequena variacdo
individual de 12 a 17,3Ul/mL. O valor médio
do titulo de antitoxina beta encontrado foi
praticamente trés vezes superior ao obtido
por Mastisheck e McGinley (1986) de
5,3Ul/mL. No estudo conduzido por estes



dois pesquisadores a variacao individual foi
bem superior ao observado neste trabalho,
com titulos individuais indo de 1,8 a
18Ul/mL. No trabalho de Mastisheck e
McGinley (1986) também nao é informado a
concentracdo do toxoide beta na vacina
utilizada, nao permitindo maiores
discussbes. Ja para o titulo de antitoxina
A/B de C. difficile foi observado um titulo
médio de 1,7Ul/mL, com variacdes
individuais de 1,6 a 3,2Ul/mL. Este valor
médio do titulos de anticorpos antitoxina A/B
observado no soro das porcas foi
aproximadamente seis vezes menor ao
observado nos coelhos, o que nos permite
pensar que a concentracdo desse antigeno
possa ser mais elevada na produgcdo da
vacina para 0s suinos no intuito de se obter

melhores titulos de anticorpos, sendo
necessarios novos ensaios para a
determinacdo desta tendéncia. Porém néo
existem na literatura estudos que
estabelecam os niveis minimos dos titulos
de anticorpos neutralizantes necessarios
para conferir prote¢cdo aos animais,
podendo, o valor encontrado de 1,7Ul/mL
ser suficiente para proteger os animais
contra a infecg¢éo por C. difficile.

Os titulos de anticorpos neutralizantes
antitoxina alfa, antitoxina beta e antitoxina
A/B no pool de soros das leitegadas das
porcas imunizadas, coletados 24 horas apds
0 hascimento, esta representado na tabela
10.

Tabela 10: Nivel de anticorpos neutralizantes em unidades internacionais por mililitro (Ul/mL)
de antitoxina alfa, antitoxina beta de Clostridium perfringens e antitoxina A/B de Clostridium
difficile em pool de soro de leitegadas das porcas imunizadas.

Antitoxina alfa Antitoxina beta Antitoxina A/B

Leitegada 1 4 Ul/ml 12 Ul/ml 0,4 Ul/ml
Leitegada 2 4 Ul/ml 10 Ul/ml 0,4 Ul/ml
Leitegada 3 4 Ul/ml 10 Ul/ml 0,4 Ul/ml
Leitegada 4 4 Ul/ml 12Ul/mi 0,8 Ul/ml
Leitegada 5 4,8 Ul/ml 12Ul/ml 0,4 Ul/ml
Leitegada 6 4 Ul/ml 10Ul/ml 0,4 Ul/ml
Leitegada 7 4,8 Ul/ml 10Ul/ml 0,4 Ul/ml
Leitegada 8 ND ND ND

*ND = ndo detectavel.

Na titulagdo da antitoxina alfa no pool de
soro das leitegadas, a média dos titulos foi
de 4,2Ul/mL, com uma pequena variacdo
individual de 4 a 4,8Ul/mL. Este valor médio
do titulo de antitoxina alfa encontrado foi
inferior ao obtido por Hammer et al. (2008)
de 23,1UlI/mL, e como ja discutido
anteriormente a diferenca dos imundgenos
empregados dificulta o estabelecimento de
comparacdes. Na titulagcdo da antitoxina
beta no pool de soro das leitegadas a média
dos titulos foi de 10,8Ul/mL, com uma
pequena variacdo entre as leitegadas de 10
a 12Ul/mL. O valor médio do titulo de
antitoxina beta encontrado foi praticamente
duas vezes menor ao obtido por Mastisheck
e McGinley (1986) de 23Ul/mL, diferente do

observado nas porcas. No estudo conduzido
por estes dois pesquisadores a variacao
entre leitegadas foi muito superior ao
observado neste trabalho, com titulos
variando de 0,5 a 75,5Ul/mL. A pequena
variagdo nos titulos de anticorpos
encontrados no pool de soro das leitegadas
nesse trabalho, quando comparado ao
trabalho de Mastisheck e McGinley (1986),
demonstram a importdncia do parto
assistido e do manejo de colostro dentro da
rotina de granjas de suinos. A colostragem
realizada de maneira correta e eficiente,
reflete diretamente nos resultados dos
titulos de anticorpos neutralizantes, como
observado nesse estudo. Ja para o titulo de
anit-toxina A/B de C. difficile foi observado
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um titulo médio de 0,45Ul/mL, com
variacdes individuais de 0,4 a 0,8Ul/mL.

A diarreia neonatal suina causada por C.
perfringens tipo A, C. perfringens tipo C e C.
difficile leva a perdas consideraveis no
sistema de produgcdo de suinos, uma vez
que o tratamento na grande maioria dos
casos €&  impraticavel. Devido as
caracteristicas ecoldgicas desses agentes,
que sdo ubiquitarios do trato digestivo dos
animais e solo, e pela forma de resisténcia
no ambiente da granja por meio de esporos,
a erradicacdo da diarreia causada por estes
agentes é  praticamente  impossivel.
Portanto, o controle e profilaxia devem
basear-se em medidas adequadas de
manejo, e vacinacdo das porcas gestantes,
ja que os leitbes estdo em permanente
contato com os agentes e com os fatores
que poderdo desencadear a enfermidade.
Os resultados encontrados nesse trabalho
demonstraram que os clostridios entéricos
estdo envolvidos nos casos de diarreia em
leitbes até sete dias de vida em Minas
Gerais e que a vacina polivalente elaborada
foi imunogénica, podendo vir a ser uma
ferramenta estratégia no controle das
diarreias neonatais na maternidade.

6. CONCLUSOES

e A infecgdo por Clostridium difficile est&
presente na suinocultura mineira em leitbes
com até sete dias de vida.

e Na&o foram encontradas evidéncias
diagndsticas, que confirmassem a diarreia
neonatal causada por Clostridium
perfringens tipo A .

e O sequenciamento do gene cpb2
revelou que este parece ndo ser o melhor
marcador de patogenicidade e viruléncia.

e A CIM demonstrou que amoxicilina,
ceftiofur e a narasina foram os
antimicrobianos que apresentaram a melhor
atividade inibitoria.

e A vacina experimental polivalente
contendo os toxodides alfa recombinante de
Clostridium perfringens tipos A, beta
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recombinante de Clostridium perfringens
tipo C, e A/B nativo de Clostridium difficile
foi imunogénica, podendo vir a ser uma
importante ferramenta no controle das
diarreias neonatais causadas por clostridios
na maternidade de granjas suinicolas.
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