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CCFA: Agar cicloserina cefoxitina frutose

CDS: Coding Sequence

CDT: Toxina binéria de Clostridioides difficile

CDTa: Componente enzimatico da toxina CDT

CDTh: Componente de ligacéo e transporte da toxina CDT

CHB: Colostro hiperimune bovino

COG: Agrupamento de grupos ort6logos

CPM: Colite pseudomembranosa

CROPs: Regido de oligopeptideos repetititivos combinados

CT: Cultura toxigénica

DC: Cultura direta

DNS: Diarreia neonatal suina

EIA: Ensaio imunoenzimatico

ETEC: Escherichia coli enterotoxigénica

GDH: Glutamato desidrogenase

HMW SLP: Proteina de camada-S de alto peso molecular

ICD: Infeccéo por C. difficile

IDSA: Infectious Disease Society of America

LMAC: Lesdes macroscopicas

LMIC: LesBes microscopicas

LMW SLP: Proteina de camada-S de baixo peso molecular

MLST: Multilocus Sequence Typing



NAATS: Técnicas de amplificacdo de acido nucleico

NTCD: (Estirpe) ndo toxigénica de Clostridioides difficile (non-toxigenic Clostridioides difficile)
PaLoc: Locus de patogenicidade de Clostridioides difficile

PBS: Tampao fosfato salina

PCR: Reacéo da cadeia em polimerase (Polimerase Chain Reaction)

PFGE: Gel de eletroforese em campo pulsado (Pulsed-Field Gel Electrophoresis)
PYG: Caldo peptona, extrato de levedura, glicose

REA: Anélise por enzimas de restri¢do (Restriction Enzyme Analysis)

RCM: Meio Clostridial Reforcado

RT: Ribotipo

RT-PCR: PCR em tempo real

SB: Meio de esporulacéo

SC: Sinais clinicos

SHEA: Society for Healthcare Epidemiology of America

SNC: Soroneutralizacao celular

SNV: Polimorfismos de nucleotideo Unico

ST: Sequence Type (MLST)

TcdA: Toxina A de Clostridioides difficile

TcdB: Toxina B de Clostridioides difficile

TY: Meio triptose-extrato de levedura

UFC: Unidades formadoras de coldnia



RESUMO

Clostridioides (Clostridium) difficile € um dos maiores causadores de diarreia neonatal em suinos
e estudos tem apontado para um possivel potencial zoon6tico deste microrganismo. Apesar da
importancia do patdgeno, ndo existem medidas especificas para a prevencdo e controle da
infeccdo por C. difficile (ICD). Desta forma, o objetivo do presente estudo foi caracterizar
genotipicamente e avaliar o potencial de protegdo de uma estirpe ndo toxigénica de C. difficile
(NTCD), nomeada de Z31, contra a ICD em suinos. Para tal, o estudo foi dividido em cinco
etapas: (1) Caracterizacdo genotipica da estirpe Z31; (2) Avaliacdo da capacidade preventiva da
estirpe Z31 contra a ICD em modelo experimental suino; (3) Avaliacéo da capacidade preventiva
da estirpe Z31 contra a ICD em uma granja comercial; (4) Avalia¢do de cinco meios de cultura
para a producdo e esporulagdo da estirpe Z31; e (5) Avaliacéo da viabilidade temporal de esporos
liofilizados da estirpe Z31. O sequenciamento gendmico revelou que a estirpe Z31 possui um
cromossomo circular de 4.298.263 pares de base (bp), contendo genes responsaveis por produgao
e estabilidade dos esporos (spoOA), aderéncia intestinal (slpA) e formacdo de biofilme (fliD),
porém, auséncia dos genes codificadores das toxinas. Em modelo experimental em suinos
neonatos, a Z31 preveniu a ICD, reduzindo os sinais clinicos, as leses macro e microscopicas e
a eliminacdo fecal do agente. Em uma granja comercial, mesmo na presenca de outros
enteropatégenos, a Z31 reduziu a ocorréncia de ICD, a eliminacéo fecal de C. difficile toxigénico
e a ocorréncia de diarreia neonatal suina. Os meios BHI e RCM proporcionaram as maiores taxas
de crescimento in vitro da estirpe Z31, atingindo concentragdes de 6,57 x 105 UFC/mL com
proporcdo de esporos superiores a 98%. Quando liofilizada, a estirpe Z31 manteve uma
viabilidade aceitavel tanto em temperatura ambiente quanto resfriada, de forma que 40-50% da
carga total ainda se encontrava viavel ap6s 2 anos de armazenamento. Como concluséo, a estirpe
Z31 foi capaz de prevenir a ICD em suinos e demonstrou caracteristicas desejaveis para o seu
potencial uso comercial.

Palavras-chave: Clostridioides difficile, clostridioses, probidtico, suinos, diarreia, edema de
mesocélon



ABSTRACT

Clostridioides (Clostridium) difficile is one of the main causes of porcine neonatal diarrhea and
studies has shown the possible zoonotic potential of this microorganism. Despite the importance
of this pathogen, there are no specific measures for the prevention and control of C. difficile
infection (CDI). Thus, the aim of the present study was to characterize genotypically and evaluate
the protective potential of a non-toxigenic C. difficile strain (NTCD), named Z31, against CDI in
piglets. For this purpose, the study was divided into five stages: (1) Genotypic characterization of
the strain Z31; (2) Evaluation of the preventive capacity of the strain Z31 against the CDI in
experimental pig model; (3) Evaluation of the preventive capacity of the strain Z31 against CDI
in a commercial farm; (4) Evaluation of five culture media for the production and sporulation of
the strain Z31; and (5) Evaluation of the temporal viability of freeze-dried spores of the strain
Z31. Genomic sequencing revealed that the strain Z31 has a circular chromosome of 4,298,263
base pairs (bp) containing genes responsible for spore production and stability (spo0A), intestinal
adhesion (slpA) and biofilm formation (fliD), but absence of toxins encoding genes. In an
experimental model in neonatal pigs, the strain Z31 prevented CDI, reducing clinical signs, macro
and microscopic lesions and fecal elimination of the agent. In a commercial farm, even in the
presence of other enteropathogens, the Z31 reduced the occurrence of CDI, the fecal elimination
of toxigenic C. difficile and the occurrence of neonatal porcine diarrhea. The BHI and RCM media
provided the highest in vitro growth rates of the strain Z31, reaching concentrations of 6.57 x 10°
CFU/mI with spore ratio greater than 98%. After lyophilization, the strain Z31 maintained
acceptable viability at both, ambient and cooled temperatures, so that 40-50% of the total charge
was still viable after 2 years of storage. In conclusion, the strain Z31 was able to prevent CDI in
pigs and demonstrated desirable characteristics for its potential commercial use.

Key words: Clostridioides difficile, clostridiosis, probiotic, swine, diarrhea, mesocolon edema



1. INTRODUCAO

Clostridioides (Clostridium) difficile é um bastonete, Gram-positivo, anaerdbio estrito, formador
de esporos e potencialmente patogénico para humanos e diversos animais domeésticos (Lawson et
al., 2016). O microrganismo é capaz de produzir trés toxinas, sendo elas as toxinas A, B e binaria,
as guais sdo responsaveis por causar danos nos enterécitos, colite e diarreia, levando a uma doenca
conhecida como infeccdo por C. difficile (ICD) (Aktories et al., 2017). Em humanos, a ICD é uma
das mais importantes causas de infeccdo nosocomial, estando associada a administracdo de
antimicrobianos (Martin et al., 2016). Ja em suinos, a ICD acomete leitbes de um a sete dias de
idade, os quais sdo susceptiveis a colonizacdo por ndo possuirem a microbiota intestinal
estabelecida. A doenga € uma das principais causas de diarreia neonatal em leitdes, causando
prejuizos significativos para a suinocultura (Grzeskowiak et al., 2018a). Além da importancia da
doenca em suinos, ha indicios que o aumento de casos de ICD associado a comunidade (CA-ICD)
em humanos esteja relacionado ao possivel potencial zoon6tico do patdgeno (Brown and Wilson,
2018). Apesar da importancia de C. difficile na saiude humana e animal, ndo existe nenhum
método preventivo especifico para a doenga, dificultando o seu controle (Moono et al., 2016).

Algumas estirpes deste microrganismo nao produzem as toxinas citadas, sendo denominadas
estirpes ndo toxigénicas de C. difficile (NTCD). Tais estirpes ndo sdo capazes de causar a doenca,
porém, podem apresentar potencial de coloniza¢do do trato intestinal, o que motivou estudos
visando a sua utilizagéo para o controle da doenga em modelos animais e em humanos (Gerding
et al., 2018). No Brasil, um estudo preliminar caracterizou cinco estirpes NTCD isoladas de
suinos, equinos e cdes quanto ao ribotipo, capacidade de produgdo de esporos in vitro e resisténcia
a antimicrobianos (Oliveira Junior et al., 2016). Dentre elas, a estirpe denominada Z31, isolada a
partir de fezes de um c&o saudavel, demonstrou maior capacidade de producéo de esporos, maior
potencial resisténcia aos antimicrobianos, além de ser identificada como ribotipo 009, 0 mais
comum dentre os ndo toxigénicos no Brasil. Numa etapa posterior, a estirpe Z31 foi capaz de
conferir protecdo contra a ICD em hamsters desafiados com uma estirpe toxigénica, o que
fomentou estudos da estirpe nas espécies alvo (Oliveira Janior et al., 2016). No presente estudo,
a estirpe Z31 foi caracterizada genotipicamente, testada contra ICD em suinos e avaliada quanto
ao possivel uso comercial, conforme brevemente descrito abaixo.

Para avaliar o potencial genético da estirpe Z31 em conferir prote¢do contra a ICD, foi realizado
0 sequenciamento completo do seu genoma. Uma vez montado e anotado, foi realizada PCR in
silico visando a deteccdo de importantes fatores de viruléncia relacionados a colonizacdo do
hospedeiro, producdo de esporos e resisténcia a antimicrobianos. Tais genes pesquisados eram
essenciais para que a estirpe Z31 fosse bem-sucedida em prevenir a ICD através do mecanismo
de exclusdo competitiva.

Em sequéncia, a estirpe Z31 foi testada com intuito de prevenir a ICD em um modelo
experimental de leitdes neonatos convencionais. Os animais foram mantidos em um ambiente
controlado, receberam a estirpe Z31 e, posteriormente, foram desafiados com uma estirpe
toxigénica previamente isolada de leitdes com ICD. Tal etapa era crucial para obtermos a resposta
se a estirpe possuia efeito protetor na espécie alvo sob desafio controlado, bem como mensurar
com detalhes tais efeitos.

Na etapa subsequente, realizou-se o teste da estirpe Z31 contra ICD em leit6es neonatos de uma
granja comercial de ciclo completo. A granja em questéo foi previamente avaliada para a presenca
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dos principais enteropatdgenos que afetam leites na primeira semana de vida, sendo C. difficile
considerado o principal patogeno circulante. Os leitdes, entdo, receberam a estirpe Z31 logo apos
0 nascimento e, no dia seguinte, tiveram as fezes coletadas para isolamento e detec¢do de toxinas
de C. difficile. Tal avaliacdo a campo tinha como objetivo avaliar a capacidade da estirpe Z31 em
prevenir a ICD e a diarreia neonatal em condi¢des naturais, na presenca de outros enteropatdgenos
e sob diferentes niveis de desafio.

Posteriormente, visando o possivel uso comercial da estirpe Z31, foram realizados testes de
crescimento e esporulacdo em cinco diferentes meios de cultura e avaliacdo da viabilidade de
esporos liofilizados mantidos em duas temperaturas por um periodo de dois anos. Esta etapa visou
dar uma resposta prética a respeito da producao da estirpe Z31 e a cinética de viabilidade dos seus
esporos em um tempo de prateleira estimado de dois anos.

Os resultados encontrados no presente trabalho permitiram uma caracterizagdo genotipica e
fenotipica mais aprofundada da estirpe Z31 e a elucidacédo de seu potencial para ser utilizada como
método preventivo contra a ICD em suinocultura. Tais dados serdo apresentados e discutidos ao
longo do trabalho em quatro capitulos, precedidos de uma breve revisao de literatura sobre o tema
e sumarizado nas consideragdes finais.
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1. OBJETIVOS

Os objetivos foram subdivididos em objetivo geral e objetivos especificos.
1.1. Obijetivo geral

O objetivo do presente estudo foi caracterizar genotipicamente a estirpe ndo toxigénica
de C. difficile Z31, avaliar seu potencial protetor contra a infeccdo por Clostridioides difficile
(ICD) em leitbes e avaliar caracteristicas fenotipicas importantes da estirpe visando seu potencial
uso comercial.

1.2.  Objetivos especificos

Caracterizar genotipicamente a estirpe Z31 a partir do sequenciamento completo do genoma;
Avaliar a capacidade preventiva da estirpe Z31 contra a ICD em modelo experimental suino;
Avaliar a capacidade preventiva da estirpe Z31 contra a ICD em uma granja comercial;
Avaliar cinco meios de cultura para a producéo de esporos da estirpe Z31;

Avaliar a viabilidade de esporos liofilizados da estirpe Z31 por um periodo de dois anos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Clostridioides (Clostridium) difficile — historico

Os primeiros relatos de isolamento de Clostridioides difficile foram realizados a partir de meconio
e amostras fecais de criancas entre 0 e 10 dias (Hall and O’Toole, 1935). Os pesquisadores
identificaram um bastonete, Gram-positivo, formador de esporos e produtor de um efeito tdxico
altamente patogénico para coelhos e cobaios, o qual foi nomeado como Bacillus difficilis. Prévot
(1938) sugeriu a mudanca do género para Clostridium e, posteriormente, a espécie foi descrita
com maiores detalhes em um manual de microrganismos anaerdbios (Holdeman et al., 1977).
Apo6s um esforgo da comunidade internacional para organizar a classificagdo taxonémica dos
microrganismos, o nome Clostridium difficile foi oficializado e publicado no Approved Lists of
Bacterial Names (Skerman et al., 1980). Com o advento de estudos genéticos, foi proposta uma
mudanca de familia e género, de modo que a nova nomenclatura seria Peptoclostridium difficile
(Collins et al., 1994; Yutin and Galperin, 2013). Entretanto, uma reclassificacdo foi realizada por
Lawson et al. (2016) e publicada na lista de validag&o do International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, oficializando o nome do patégeno como Clostridioides difficile
(Oren and Garrity, 2016).

O primeiro relato de colite pseudomembranosa (CPM), uma das principais lesdes causadas por
C. difficile em humanos, foi observado ap6s uma cirurgia entérica (Finney, 1893 citado por
Worsley, 1998). Entretanto, naquele momento né&o se conhecia os fatores de risco e 0s possiveis
agentes etiol6gicos responsaveis pelo estabelecimento da lesdo. Estudos preliminares
demonstraram que a CPM era associada a cirurgias gastrointestinais e ao uso de antimicrobianos,
podendo ou nédo ser precedida por diarreia. Diversos casos foram relacionados a presenca de
Staphylococcus aureus nas fezes, o qual foi apontado como provavel agente etiolégico (Smith et
al., 1953; Altemeier et al., 1963). Mesmo com 0s avancos no entendimento da doenca, os relatos
de diarreia associada ao uso de antimicrobianos, sobretudo clindamicina, continuavam em
ascensdo devido ao aumento no uso destas drogas (Gorbach and Bartlett, 1977; Gurwith et al.,
1977).

No final da década de 1970, diversos estudos associaram a CPM a uma toxina clostridial, a qual
era neutralizada por antitoxinas de Clostridium sordellii, mas ndo por antitoxinas de outras
espécies de Clostridium (Bartlett et al., 1977; Larson and Price, 1977; Rifkin et al., 1977). George
et al. (1978a) identificaram diversas espécies de Clostridium em conteudo fecal de pacientes com
CPM, entretanto, somente o sobrenadante de cultivo de C. difficile produzia efeito citopatico
similar ao do contetdo fecal dos pacientes, efeito este que também era neutralizado pelas
antitoxinas de C. sordellii. No mesmo ano, o pesquisador confirmou a participacéo de C. difficile
em um caso de CPM de uma paciente (George et al., 1978b). O postulado de Koch foi fechado
com um experimento no qual a doenca foi reproduzida em hamsters utilizando isolados de C.
difficile oriundos de conteudo fecal de humanos com CPM (Larson et al., 1978).

Apos a descoberta de C. difficile como causador da CPM e da difusdo do conhecimento entre os
profissionais de saude durante a década de 1980, o nimero de casos relacionados ao patdgeno
subiu, sendo considerado um dos principais patdgenos da década de 1990 (Riley, 1998). Devido
as variacdes no curso clinico da doenca, houve a proposicdo de novas nomenclaturas para a
enfermidade, como doengas associadas a C. difficile e infec¢do por C. difficile (ICD), sendo este
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Gltimo o nome mais utilizado nos dias atuais (Riley, 1998; Kuijper et al., 2006; Martin et al.,
2016). No inicio da década de 2000, o nimero de casos continuou em ascensdo na América do
Norte e na Europa, com aumento da gravidade dos mesmos e da mortalidade dos pacientes,
fazendo com que C. difficile fosse considerado o principal patdgeno de infeccdo nosocomial ja
descrito (Kuijper et al., 2006). Na década de 2010, houve redugdo dos casos nosocomiais nos
centros de saude devido a implementacdo de medidas de controle como isolamento dos pacientes
suspeitos e racionalizacdo no uso de antimicrobianos. Entretanto, os casos de ICD associados a
comunidade (CA-ICD), que se referem aos casos em que 0 paciente ndo tenha sido admitido em
uma unidade de satde nas 12 semanas que antecederam o caso, aumentaram substancialmente,
sendo uma das principais preocupacfes na atualidade (Eyre et al., 2015; Martin et al., 2016;
Dingle et al., 2017).

Os primeiros registros relacionando C. difficile a doengas acometendo animais domésticos foram
realizados em equinos nas décadas de 1970 e 1980 (Dabard et al., 1979; Ehrich et al., 1984; Jones
et al., 1987, 1988). Em suinos, houve um espaco de mais de uma década entre o primeiro
isolamento (Jones and Hunter, 1983) e a elucida¢do da participacdo do agente como patégeno na
espécie (Waters et al.,, 1998). Animais de companhia foram detectados como possiveis
reservatérios (Borriello et al., 1983) e, posteriormente, C. difficile foi associado a quadros
entéricos em cdes (Berry and Levett, 1986; Weese et al., 2001a) e suspeito de causar quadros
diarreicos em gatos (Weese et al., 2001b). Animais silvestres também podem ser acometidos pela
infeccdo por C. difficile, porém os relatos ainda sdo escassos (Orchard et al., 1983; Bojesen et al.,
2006; Silva et al., 2013a). Além destes, diversos animais domesticos, silvestres e sinantropicos
podem carrear o patdgeno no trato gastrointestinal (Jardine et al., 2013; Rodriguez et al., 2016a).

A presenca de C. difficile em seres humanos e animais fomentou a discussdo sobre um possivel
papel zoonotico do patdgeno ainda na década de 1980 (Mulligan, 1984). Ao longo dos anos,
diversos estudos discutiram o possivel potencial de transmissdo do patégeno dos animais para
seres humanos, seja por via direta ou por produtos de origem animal (Rupnik, 2007; Indra et al.,
2009; Warriner et al., 2017; Brown and Wilson, 2018). Diversos estudos encontraram
similaridades genéticas de isolados de humanos e animais, alguns deles demonstrando possiveis
associagOes epidemiologicas (Keessen et al., 2013; Loo et al., 2016). Em adicéo, os casos de ICD
em comunidade aumentaram substancialmente na ultima década, levando os pesquisadores a
acreditarem que os animais tenham uma importancia epidemioldgica na transmissdo da doenca,
a qual comecga a ser tratada pela perspectiva da satde unica (Hensgens et al., 2012; Squire and
Riley, 2013). Devido a grande importancia em saide humana e animal, C. difficile foi alvo de
estudos de diversos grupos de pesquisa nos ultimos 50 anos. Diversos aspectos relacionados desde
aos fatores de viruléncia do agente até ao tratamento e prevencgéo da doenca foram elucidados, 0s
quais serdo brevemente abordados nas se¢des a seguir.

2.2. Caracterizacao do microrganismo

O género Clostridioides, pertencente ao filo Firmicutes, classe Clostridia, ordem Clostridiales e
familia Peptostreptococcaceae, é caracterizado por ser anaerobio estrito, Gram-positivo e se
apresenta na forma de bastonetes pleiomdrficos com dimens®es variando entre 0,5-1,9 x 3,0 -16,9
um. As bactérias do género sdao formadoras de esporos, usualmente moveis e produtoras de grande
quantidade de gas em caldo peptona, extrato de levedura, glicose (PYG). Diversos acidos graxos
saturados ou insaturados de cadeia linear ou ramificada sdo produzidos a partir da fermentacéo
do caldo PYG, nomeadamente acidos acético, isobutirico, valérico, isocapréico, férmico e lactico
(Lawson et al., 2016).
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C. difficile é a espécie-tipo do género, um quimiorganotréfico que pode usar extrato de levedura
como Unica fonte de carbono e energia e peptona como fonte de nitrogénio. O microrganismo é
capaz de fermentar frutose, glicose, levulose, manitol, manose, salicina e usualmente xilose, mas
néo galactose, glicerol, inulina, lactose, rafinose ou sucrose. C. difficile liquefaz gelatina, mas ndo
soro coagulado, leite ou proteinas do leite e é incapaz de reduzir sulfato. E negativo para
lecitinase, lipase, oxidase e catalase. Acetato é o principal produto final produzido durante o
processo de fermentacdo, entretanto, butirato, formato, isobutirato, isocaproato, isovalerato,
lactato e valerato também podem ser produzidos (Prévot, 1938; Hatheway, 1990; Yutin and
Galperin, 2013; Lawson et al., 2016).

Considerando as sequéncias completas ja depositadas no GenBank, o genoma de C. difficile
possui tamanho médio de 4,17 Mbp, variando de 4,04 a 4,47 Mbp, e conteitdo GC médio de
28,6%, variando de 28,3 a 29,2%
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=clostridioides+difficile). Além disso, estima-se
que cerca de 11% do genoma da espécie seja formado por elementos méveis genéticos, indicando
uma consideravel plasticidade genética (Mullany et al., 2015). Genotipicamente, 0
microrganismo pode ser dividido em dois grandes grupos, as estirpes toxigénicas e as nao
toxigénicas. As estirpes toxigénicas possuem uma ilha genémica de 19,6 kb conhecida como locus
de patogenicidade (PalLoc), a qual alberga os genes das toxinas A (TcdA) e B (TcdB), e
eventualmente, o locus CdtLoc, uma regido de 6,2 kb codificadora da toxina binaria (CDT)
(Gerding et al., 2014). Ja as estirpes ndo toxigénicas de C. difficile (NTCD) ndo possuem estes
fragmentos gendmicos, ndo sendo capazes de produzir tais toxinas (Natarajan et al., 2013).
Quanto as fontes, o microrganismo na forma esporulada pode ser encontrado em diversos
ambientes, como solo, sedimentos marinhos, areia, instalagdes animais, ambiente hospitalar e
fezes de humanos ou animais diarreicos ou ndo (Lawson et al., 2016).

2.3. Fatores de viruléncia e patogenia

As proximas secOes irdo detalhar os fatores de viruléncia e a sua relagdo com a patogenia da
doenca, a qual se encontra resumida na figura 1.
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Figura 1. Patogenia de Clostridioides difficile. Em (A) é demonstrado a maternidade contaminada
com esporos que podem ser ingeridos pelos leitbes. Uma vez ingeridos (B) 0s esporos resistem
ao pH éacido do estdbmago e iniciam o processo de germinagdo no duodeno, com auxilio de alguns
acidos biliares. Ao chegar no colon (C) as células vegetativas ndo encontram uma microbiota
estabelecida, se aderem e colonizam o epitélio através de suas adesinas (p. ex. SIpA, GroEL,
Cwp66, Fpb68). As estirpes toxigénicas produzem, entdo, as toxinas TcdA, TcdB e,
eventualmente, CDT. A toxina CDT é internalizada e causa a protrusao de microtubulos celulares,
que facilita a adesdo de outras células toxigénicas. Ja as toxinas TcdA e TcdB, quando
internalizadas, causam ruptura das juncdes, arredondamento e apoptose celular. Os enterdcitos
infectados produzem mediadores inflamatorios (p. ex. IL-18, 1L-18), 0s quais sdo produzidos com
maior intensidade por mastdcitos e macrofagos ap6s com a ruptura da barreira celular. Dessa
forma, ha aumento da permeabilidade vascular, recrutamento de uma grande quantidade de
neutrdfilos e extravasamento de liquido vascular, intensificado pela presenca das toxinas na
lamina propria, causando colite e edema de mesocolon. A diarreia é resultado da mé absorcéo de
liquidos causada pelo dano ao epitélio somada ao extravasamento de liquidos para o limen. Os
animais infectados eliminam grande quantidade de esporos nas fezes (B) os quais aumentam a
contaminacdo do ambiente.

O conhecimento de fatores de viruléncia dos agentes etiologicos é essencial para o entendimento
da patogenia das doencas infecciosas e para a proposi¢do de medidas de prevencdo e controle.
Relacionado a C. difficile, trés grandes grupos de fatores de viruléncia podem ser destacados,
sendo eles os esporos, considerados as particulas infecciosas; as adesinas, que permitem a
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colonizacdo do hospedeiro; e as toxinas, responsaveis pelas lesdes teciduais e quadros clinicos
causados durante a infeccdo (Awad et al., 2014).

2.4, Esporulacdo e germinacéao

A formagdo de esporos é essencial para a sobrevivéncia da bactéria no ambiente, uma vez que a
forma vegetativa de C. difficile ndo tolera oxigénio, mesmo em baixas concentracdes (Paredes-
Sabja et al., 2014). Assim, o microrganismo em sua forma esporulada pode permanecer viavel no
ambiente a espera de hospedeiros susceptiveis a colonizag¢do ou infec¢do (Britton and Young,
2014). Em adicdo, os mecanismos de germinagdo também sdo necessarios para que a bactéria
abandone o estagio de dorméncia da fase esporulada e possa voltar ao estado vegetativo, no qual
0 microrganismo possui seu maquinario metabdlico funcional, sendo capaz de replicar e produzir
as toxinas responsaveis pelas lesées em humanos e animais (Zhu et al., 2018)

O processo de esporulacdo se inicia com uma divisdo celular assimétrica, no qual ha a formacéo
de um septo gerando um compartimento menor e a célula mée (Figura 2). Em um segundo
momento, a célula mae engloba o compartimento menor, que passa a ficar completamente no
interior do seu citoplasma, sendo chamado de foresporo. As demais camadas do esporo sao
depositadas nesse momento, especialmente a capsula e o cortex. Por fim, ha a lise da célula mée
e a liberacdo do esporo no ambiente (Paredes-Sabja et al., 2014; Zhu et al., 2018).

Célula Divisao
pré-divisional assimétrica
\ Fo>sporo i CépSUIa
Célula mae ~ Cértex
Interiorizagao Formagao das Nucleo
do foresporo camadas ~Membrana interna

= Parede celular
@ m - B
\\

\
Foresporo

Figura 2. Fluxograma demonstrando as etapas de esporulacéo de C. difficile e as camadas do
esporo. Inicialmente, uma célula pré-divisional inicia um processo de divisdo assimétrica em
resposta a estimulos externos, formando a célula mée e o foresporo. Posteriormente, o foresporo
é internalizado e inicia-se a deposicao das camadas pela célula mée. Por fim, hd o rompimento da
célula mée com a liberacdo do esporo maduro com todas suas camadas envoltorias.

O esporo maduro possui pelo menos seis camadas, como pode ser observado na figura 2. O nlcleo
contém o material gendbmico condensado e 0 maquinario enzimatico essencial para a germinacao
(Paredes-Sabja et al., 2014). Envolvendo o nucleo encontra-se uma camada de membrana celular
contigua com a parede celular bacteriana. Em sequéncia é localizado o cortex, uma camada de
acido N-acetil murdmico e lactamato &-murdmico, com funcdo de protegdo do esporo e
desempenhando papel essencial no processo de germinagdo. Uma membrana celular externa
oriunda da célula mée envolve o cértex, a qual é seguida de uma capsula proteica, essencial para
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conferir a resisténcia dos esporos a diversos desinfetantes e interagir com receptores de células
do epitélio intestinal (Paredes-Sabja et al., 2012, 2014). Algumas estirpes possuem uma ultima
camada chamada ex6sporo, composta por proteinas tipo colageno (Awad et al., 2014). Estirpes
gue possuem esta camada apresentam maior resisténcia a desinfetantes e ao calor, porém tem
maior dificuldade de germinacdo e de aderéncia a linhagens celulares (Escobar-Cortés et al.,
2013).

O processo de esporulagéo de C. difficile ainda ndo foi completamente esclarecido e, em adicdo,
possui particularidades quando comparado com Bacillus subtilis, modelo cléssico de estudos de
esporulacdo, e com outras espéecies do género Clostridium (Pereira et al., 2013; Durre, 2014;
Paredes-Sabja et al., 2014; Zhu et al., 2018). Estima-se que 798 genes possam influenciar o
processo de esporulacdo de C. difficile, alguns deles também relacionados a producao de toxinas
(Dembek et al., 2015; Girinathan et al., 2018). N&o existe um consenso sobre os sinais ou
moléculas que ativam a esporulacdo, entretanto, a escassez de nutrientes é considerada um dos
principais fatores para o estimulo do processo (Edwards et al., 2014). Nesse contexto, as proteinas
sensoras nutricionais de aminoacidos e carboidratos, CcpA e CodY respectivamente, estdo
envolvidas na regulacdo de genes essenciais no processo de esporulagdo, como spoOA (Zhu et al.,
2018). A fosforilacdo do regulador transcricional SpoOA por enzimas histidinas quinase
geralmente marca o inicio do processo de esporulacdo, pois ele é capaz de ativar os quatro
principais fatores sigma de RNA polimerase, SigE, SigF, SigG e SigK, os quais orguestram o
restante do processo (Saujet et al., 2014; Girinathan et al., 2018; Zhu et al., 2018). Durante as
fases finais de formacdo e maturacdo do esporo, as proteinas SpolVA e SpoVM séo essenciais
para a deposicao das proteinas da capsula, as quais sao codificadas pelos genes cotA, cotB, cotCB,
cotD, cotE e sodA (Awad et al., 2014; Zhu et al., 2018).

Os esporos sdo considerados fatores de viruléncia por inimeras razfes, a comecar pela sua
resisténcia ambiental, decorrente de um baixo teor de agua (25 a 60%), alto conteido de 4cido
dipicolinico e condensacéo do material genético (Paredes-Sabja et al., 2014). Em conjunto, esses
fatores minimizam o potencial de dano ao material genético, permitem que 0s esporos sejam
resistentes a dissecagdo e conferem resisténcia a diversos métodos fisicos e quimicos de
desinfecgdo (Lawley et al., 2010; Awad et al., 2014; Paredes-Sabja et al., 2014; Gil et al., 2017).
Dessa forma, os esporos tém a capacidade de permanecer vidveis em instalacfes animais e
hospitalares mesmo apds procedimentos de desinfeccdo, e, uma vez ingeridos, também sédo
capazes de resistir a pH acido do estdmago, ao contréario das células vegetativas (Awad et al.,
2014; Koenigsknecht et al., 2015). Além disso, proteinas presentes na capsula dos esporos sao
capazes de interagir com receptores de macrofagos e células de linhagem intestinal, o que poderia
favorecer sua aderéncia no trato gastrointestinal (Paredes-Sabja et al., 2012; Awad et al., 2014).

Ainda que os esporos tenham alguma capacidade de aderéncia ao epitélio intestinal, a colonizacdo
e posterior producdo de toxinas € feita pela célula vegetativa, de forma que é essencial a
germinacgéo dos esporos para o estabelecimento da doencga (Hong et al., 2017; Zhu et al., 2018).
A germinacdo se inicia em resposta a algumas substancias consideradas germinantes e
cogerminantes. Os principais germinantes de C. difficile sdo sais biliares derivados do acido
cdélico, como o taurocolato, ao passo que diversos aminoacidos podem atuar como cogerminantes,
sendo a glicina, a alanina e a taurina os mais eficientes (Shrestha and Sorg, 2018; Zhu et al.,
2018). Apesar de alguns sais biliares serem pobres germinantes ou até mesmo inibirem a
germinacdo, a exemplo do quenodesoxicolato, a propor¢do de sais germinantes € maior no
intestino delgado e no célon (Sorg and Sonenshein, 2009; Koenigsknecht et al., 2015). J& os
acidos biliares secundarios, oriundos do metabolismo dos sais biliares por bactérias da microbiota,
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possuem um efeito inibitério na germinacao dos esporos. Nesse sentido, 0 uso de antimicrobianos
pode favorecer a germinacdo dos esporos de C. difficile, uma vez que causa reducdo da microbiota
indigena e consequente reducao dos acidos biliares secundarios (Thanissery et al., 2017).

As lipoproteinas GerG e GerS possuem importante papel no processo de germinacao, de forma
que a delecdo de seus respectivos genes ocasiona uma menor responsividade aos germinantes e
defeitos no processo de germinacdo (Fimlaid et al., 2015; Donnelly et al., 2017). Ja a
pseudoprotease CspC é reconhecida como um receptor dos germinantes, dando inicio a uma
cascata proteolitica mediada pelas proteases CspBA e SleC, as quais sdo responsaveis pela
hidrolise do cértex (Paredes-Sabja et al., 2014; Gil et al., 2017). Também foi demonstrado que o
calcio possui um importante papel na germinacédo, provavelmente atuando como um cofator das
proteases citadas anteriormente (Kochan et al., 2018). Ja a reidratacdo da célula esta relacionada
a liberacédo do acido dipicolinico presente no ndcleo do esporo, o qual ocorre apés a degradacao
do cortex em C. difficile (Francis and Sorg, 2016). Com a germinacéo, a forma esporulada chega
ao estagio de célula vegetativa, podendo colonizar o hospedeiro com o auxilio das adesinas que
serdo melhor detalhadas no item subsequente (Awad et al., 2014).

2.5.  Colonizagdo

Ap0s a germinagdo, 0 microrganismo necessita colonizar o trato gastrointestinal para se replicar
e, eventualmente, produzir as toxinas responsaveis pelos sinais clinicos (Awad et al., 2014; Janoir,
2016). Para ser efetivo na colonizagdo, o microrganismo deve ser resistente a algumas defesas
naturais do hospedeiro como a lisozima, responsavel por promover a hidrolise da parede
bacteriana, e as defensinas, moléculas antimicrobianas do sistema imune inato (Davis and Weiser,
2011; Zhu and Gao, 2013). C. difficile possui uma estrutura de peptideoglicano modificada que
confere uma resisténcia natural a lisozima (Peltier et al., 2011; Ho et al., 2014). Ademais, C.
difficile possui diversos mecanismos de resisténcia as defensinas, que possibilitam a
sobrevivéncia da célula vegetativa no processo de adesdo ao epitélio (Ho and Ellermeier, 2011;
Janoir, 2016).

Dentre as adesinas de C. difficile, destacam-se as proteinas de camada de superficie celular ou
camada-S (S-layer), composta por 29 proteinas cujos dominios estdo contidos no locus slpA
(Merrigan et al., 2013; Awad et al., 2014; Bradshaw et al., 2017a). Estirpes cuja camada-S se
encontra ausente sao mais susceptiveis as defesas inatas do hospedeiro e ndo sdo capazes de causar
ICD em hamsters (Kirk et al., 2017). O principal e mais abundante componente da camada-S é o
SIpA, o qual é clivado em dois fragmentos, chamados de proteina de camada-S de alto (HMW
SLP) e baixo (LMW SLP) peso molecular (Awad et al., 2014). Apesar do mecanismo de adesdo
celular por estas proteinas ndo ser completamente esclarecido, o pré-tratamento de estirpes com
anticorpos anti-SIpA reduzem drasticamente sua aderéncia em linhagens celulares de mamiferos
(Merrigan et al., 2013). Além disso, a LMW SLP, camada mais externa, é bem variavel entre as
estirpes, configurando um possivel mecanismo de escape do sistema imune e que pode explicar a
diferenca da capacidade de colonizacdo entre estirpes (Calabi et al., 2001; Bradshaw et al., 2017a;
Lynch et al., 2017). Outras proteinas pertencentes a camada-S de C. difficile que podem
apresentar fungdes de adesinas sdo a Cwp66 (Waligora et al., 2001), Cwp2 e Cwp8 (Bradshaw et
al., 2017b), estas duas ultimas com estruturas similares a por¢do LMW SLP de SIpA. As proteinas
Cwp84 e Cwpl3, também estdo presentes nesse locus e possuem um dominio cisteina protease
responsavel pela clivagem da proteina SIpA nas por¢des HMW SLP e LMW SLP (Awad et al.,
2014; Bradshaw et al., 2017a).
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Duas outras proteinas que demonstraram atividade de adesinas foram a lipoproteina
CD630_08730 e a proteina do choque térmico GroEL (Péchiné et al., 2013; Kovacs-Simon et al.,
2014). Mutantes para a lipoproteina CD630_08730 tiveram uma dréstica reducdo na adesao de C.
difficile em linhagem celular Caco-2 (Kovacs-Simon et al., 2014), ao passo gue a imunizacao de
camundongos contra GroEL reduziu a colonizagao intestinal pelo patégeno nos animais (Péchiné
et al., 2013). A proteina ligadora de fibronectina (Fbp68) e a proteina ligadora de colageno
(CbpA) também sdo reconhecidas como importantes no processo de colonizacdo, entretanto,
estudos com mutantes ndo identificaram impacto na taxa de aderéncia ao colageno ou as linhagens
celulares, demonstrando que tais adesinas ndo sdo as mais importantes no processo de colonizacéo
(Barketi-Klai et al., 2011; Tulli et al., 2013; Awad et al., 2014; Janoir, 2016).

Um importante e controverso fator de viruléncia de C. difficile é o flagelo, que além de conferir
motilidade para as estirpes, também influencia a producdo de toxinas, a adeséo celular e a
formac&o de biofilmes, tendo uma participagéo direta e/ou indireta na patogenia da doenca (Awad
et al., 2014; Barketi-Klai et al., 2014; Janoir, 2016). O aparato flagelar é produzido por diversos
genes presentes em trés operons, sendo eles F1, F2 e F3 (Stevenson et al., 2015). Os genes
responsaveis pelo filamento da flagelina (fliC) e sua capa proteica (fliD) se localizam no operon
F1 e sdo os principais focos para o entendimento da importancia dessa estrutura na patogenia da
doenca (Stevenson et al., 2015; Janoir, 2016). Em relacdo a colonizacdo, o papel do flagelo é
estirpe dependente, de forma que algumas estirpes possuem maior capacidade de aderéncia celular
na presenca de FIiC e FliD, como a estirpe hipervirulenta R20291 (ribotipo 027), enquanto outras
tem maior capacidade de colonizagdo quando o flagelo esta ausente, a exemplo da estirpe modelo
de C. difficile para estudos de inser¢ao genética (630Aerm) (Tasteyre et al., 2001; Dingle et al.,
2011; Baban et al., 2013). Quanto & produgdo de toxinas, estudos com a estirpe 630Aerm
mostraram que a deplecdo de genes do operon F3 diminui a expressdo dos genes responsaveis
pelas toxinas enquanto a deplecao dos genes presentes no operon F1, como fliC e fliD, aumentam
a producdo de toxinas (Aubry et al., 2012; Baban et al., 2013). Além disso, as amostras com
delecdo dos genes fliC e fliD s&o, via de regra, mais virulentas que as estirpes selvagens (Dingle
et al., 2011; Baban et al., 2013; Stevenson et al., 2015). A auséncia da flagelina FIiC provoca
regulacdo positiva de inimeros genes relacionados ao metabolismo, ao crescimento celular e a
resisténcia a antimicrobianos, sugerindo que a expressao desses genes pode estar relacionada com
0 aumento de viruléncia das estirpes mutantes (Barketi-Klai et al., 2014). Por outro lado, um
estudo recente demonstrou que estirpes que possuem o flagelo induzem uma resposta inflamatéria
mais acentuada que as suas mutantes, reacendendo a discussdo a respeito da importancia das
flagelinas como fator de viruléncia (Batah et al., 2017).

Por fim, especula-se que a formag&o de biofilmes possa desempenhar um papel na manutengdo
da infeccdo e nos quadros de recorréncia (Janoir, 2016). Em infecgdes experimentais ja foram
encontradas colénias multicelulares de C. difficile, similares a biofilmes associados a mucosa
(Semenyuk et al., 2015). In vitro, os biofilmes sdo formados por bactérias embebidas em uma
matriz contendo DNA extracelular, polissacarideos, proteinas, como as Cwp’s, e toxinas,
especialmente a toxina A (Semenyuk et al., 2014). A formacdo dos biofilmes ¢é regulada pelos
genes spo0A e luxS, tendo participacdo de outros fatores de viruléncia, como a protease Cwp84,
o flagelo, o pili tipo IV e o segundo mensageiro c-di-GMP (Semenyuk et al., 2014; Janoir, 2016;
McKee et al., 2018). Deve-se ressaltar que, em biofilmes, o microrganismo é capaz de resistir a
antimicrobianos e ao estresse oxidativo, além de promover a persisténcia das bactérias na forma
esporulada, o que poderia contribuir para a persisténcia da infeccdo (Crowther et al., 2014).
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2.6. Toxinas

Uma vez estabelecida a colonizacao, C. difficile pode produzir as toxinas como forma de ampliar
0s nutrientes disponiveis para sua manutencgao e replicacdo (Di Bella et al., 2016; Aktories et al.,
2017). O microrganismo produz trés toxinas, TcdA e TcdB, ambas da familia das grandes toxinas
clostridiais glicosilantes, e a CDT, uma toxina de ADP-ribosilagdo (Popoff and Bouvet, 2009).
As toxinas sdo os principais fatores de viruléncia de C. difficile, tendo sido amplamente estudadas
(Voth and Ballard, 2005; Popoff and Bouvet, 2009; Gerding et al., 2014; Carter et al., 2015; Di
Bella et al., 2016; Aktories et al., 2017, 2018; Chandrasekaran and Lacy, 2017). Nesta se¢éo,
serdo abordados brevemente a localizagdo genética destas toxinas e seus mecanismos de acao que
culminam nas alteracdes patofisioldgicas.

As toxinas TcdA e TcdB estdo localizadas no locus de patogenicidade (PalLoc), uma ilha de
patogenicidade de 19,6 kb que codifica os genes tcdA e tcdB, responsaveis pela producdo das
toxinas, além dos genes tcdR, tcdE e tcdC (Dingle et al., 2014). O gene tcdR codifica um fator
sigma de RNA polimerase que funciona como um promotor dos genes tcdA e tcdb, sendo um
regulador positivo da produgdo de toxinas (Mani and Dupuy, 2001). Em contraponto, uma
corrente de pesquisadores defende que o gene tcdC é um regulador negativo dos genes tcdA e
tcdB, e a exacerbada produgdo de toxinas pelas estirpes hipervirulentas (RT027) seria
consequéncia da producéo de uma proteina TcdC truncada (Matamouros et al., 2007; Dupuy et
al., 2008; Jabbari et al., 2015). Tais resultados ndo foram confirmados em estudos utilizando
mutantes do gene tcdC, de forma que mais esclarecimentos sdo necessarios a respeito da funcao
desta proteina (Bakker et al., 2012; Cartman et al., 2012). Ja a TcdE, uma proteina semelhante a
holina, esta relacionada a secrecdo das toxinas TcdA e TcdB, sobretudo nas estirpes que secretam
grandes quantidades desta toxina (Govind et al., 2015; Abt et al., 2016).

In vitro, as toxinas sdo produzidas no final da fase exponencial (fase log), quando os nutrientes
do meio comegam a ficar escassos (McKee et al., 2013). Pouco se sabe a respeito da integracdo
entre 0 metabolismo bacteriano e a indugéo da producdo de toxinas, mas a glicose, assim como
alguns amino&cidos, como prolina, glicina e valina inibem a produgéo de toxinas, ao passo que
acidos graxos volateis de cadeia curta, como o butirato estimulam a producdo das mesmas
(Bouillaut et al., 2015; Martin-Verstraete et al., 2016). Estudos in vivo comprovaram que a
expressao dos genes relacionados a producdo de toxinas aumenta numa fase tardia apds a
infeccdo, acompanhado de uma mudanga no perfil de genes relacionados ao metabolismo,
corroborando com a hipétese de escassez de nutrientes como estimulo para a producéo de toxinas
(Janoir et al., 2013). A amplificacdo desta producdo, ao nivel de populagdo, provavelmente esta
relacionada aos mecanismos de quorum sensing mediados por peptideos de sinaliza¢&o da familia
Agr, 0s quais estdo relacionados ao controle de diversos genes associados a producao de toxinas
(Darkoh et al., 2015).

Estruturalmente, tanto a TcdA quanto a toxina TcdB seguem o modelo ABCD, onde A é uma
glucosil transferase com atividade bioldgica; a porcdo B é uma regido de oligopeptideos
repetititivos combinados (CROPS) relacionada a ligacéo aos receptores; a regido C é um dominio
cisteina protease que promove autoclivagem das toxinas; e a regido D é envolvida na translocagdo
das toxinas para o citosol (Di Bella et al., 2016).

A ligacdo das toxinas em seus receptores é o primeiro passo para que elas possam agir nas células.

Carboidratos e lipideos presentes nas membranas celulares podem fazer o papel de receptores
funcionais para ambas as toxinas e essa ligacdo nao é necessariamente mediada pelos CROPs
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(Gerhard, 2017). Receptores proteicos especificos para a TcdA ainda ndo foram identificados,
mas alguns estudos apontam que a proteina gp96 possa ter alguma participa¢do no processo de
internalizacdo desta toxina (Na et al., 2008; Orrell et al., 2017). J4 a TcdB pode se ligar a trés
diferentes receptores, sendo eles o proteoglicano de sulfato de condroitina 4 (CSPG4), receptores
da familia frisada Wnt (FZDs) e receptores de poliovirus 3 (PVRL3) (Gerhard, 2017; Orrell et
al., 2017). Uma vez internalizadas, h& uma diminuicdo no pH do endossomo que causa uma
mudanca conformacional da proteina, permitindo que porcGes hidrofdbicas da regido D fiquem
expostas e se liguem na membrana do endossomo, catalisando a formacdo de poros
(Chandrasekaran and Lacy, 2017). As regides A e C sdo translocadas para o citosol e, apds a
ligacdo do inositol hexafosfato, a regido C promove a autocatalise, liberando a enzima glucosil
transferase no citosol, a qual é responsavel pela funcédo bioldgica da toxina (Aktories et al., 2017;
Chandrasekaran and Lacy, 2017).

Uma vez livre no citosol, a porcdo glicosil transferase das toxinas TcdA e TcdB promove a
glicosilacdo das proteinas Rho utilizando a UDP-glicose como substrato (Aktories et al., 2017).
As proteinas Rho sdo responséveis por interagir com diversos efetores fundamentais nas células,
participando da manutencdo da barreira epitelial, migracdo celular, fagocitose, producdo de
citocinas e sinalizagdo celular imune (Chandrasekaran and Lacy, 2017). A glicosilacdo destas
proteinas impede que elas desempenhem seu papel biologico, levando as alteracGes
patofisiolégicas observadas nos quadros de ICD (Aktories et al., 2017). Entre estes efeitos,
destaca-se a redistribui¢do dos filamentos de actina do citoesqueleto e a dissocia¢éo das ocludinas,
as quais promovem efeitos citopaticos que prejudicam a funcionalidade e a integridade epitelial
(Di Bella et al., 2016). Em adicéo, ha a ativacdo de caspases que induzem a apoptose celular,
causando uma ruptura na barreira celular (Aktories et al., 2017). As toxinas também induzem
uma resposta inflamatéria devido a ativacdo de inflamassomos e consequente piroptose das
células epiteliais, mediados pelas citocinas IL-1p e IL-18 (Aktories et al., 2017). Em conjunto,
tais processos ocasionam uma intensa migragdo de células polimorfonucleares, principalmente
neutrdfilos, ao local de infeccéo devido a liberagdo de interleucinas de perfil inflamat6rio como
a IL-8 e a INF-x (Aktories et al., 2017; Chandrasekaran and Lacy, 2017). A necrose celular
também ocorre devido a intensa produgéo de espécies reativas de oxigénio (ROS), induzidas pela
toxina TcdB, as quais alteram a integridade da membrana celular independentemente da producédo
das caspases (Di Bella et al., 2016; Aktories et al., 2017).

A toxina CDT é encontrada em 6 a 30% das estirpes de C. difficile, algumas delas denominadas
hipervirulentas, e o seu papel na patogenia da doenca ainda ndo esta completamente esclarecido
(Smits, 2013; Gerding et al., 2014; Aktories et al., 2018). Os genes responsaveis pela producao
desta toxina estdo localizados no CdtLoc, uma regido de 6,2 kb que, em amostras negativas, sao
substituidas por uma regido de 4,2 kb contendo pseudogenes, ou um fragmento curto de 68 bp
(Gerding et al., 2014). O locus é formado pelos genes cdtA e cdtB, responsaveis por formar a
toxina CDT e o gene cdtR, que atua como regulador positivo (Smits et al., 2016). O componente
CDTa possui a atividade bioldgica de ADP-ribosiltransferase, ao passo que o componente CDTh
é responsavel pela ligacdo ao receptor, insercdo na membrana e formacdo de poros (Aktories et
al., 2018).

Resumidamente, o componente CDTb promove uma autoprotedlise no limen intestinal, se
oligomeriza e se liga ao receptor de lipoproteina estimulado por lipélise (LSR). Em um momento
subsequente, o componente enzimatico CDTa se liga ao complexo CDTb-receptor, sendo
endocitado (Aktories et al., 2017). A reducdo do pH no endossomo permite a insercéo da estrutura
polimerizada como um canal transmembrana em forma de barril, permitindo a passagem do
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componente CDTa para o interior do citosol (Gerding et al., 2014; Aktories et al., 2018). Uma
vez no citosol, CTDa promove a ADP-ribosilagdo da actina monomérica, impedindo que ela se
polimerize. Dessa forma, a medida que os filamentos ndo sdo repostos, ocorre a completa
despolimerizacdo do citoesqueleto de actina (Aktories et al., 2018). Como consequéncia, ha
alteracdo da morfologia celular com perda da barreira epitelial e comprometimento de diversas
funcdes celulares, como migracdo, endocitose e secrecdo (Gerding et al., 2014). Outro efeito da
despolimerizacdo do citoesqueleto é a protusdo de filamentos celulares no lumen intestinal
causada pela polimerizacdo acentuada dos microtibulos que, em condi¢des normais, sdo
regulados quando entram em contato com a camada cortical de actina (Schwan et al., 2014). Em
adicdo, a toxina reorienta vesiculas contendo componentes da matriz extracelular (colageno,
elastina e fibronectina) das membranas basolaterais para o limen, e a exocitose destas faz com
que haja a formacao de uma rede viscosa mais favoravel pra aderéncia de novos microrganismos,
incluindo C. difficile (Aktories et al., 2018). Outro possivel efeito da CDT na patogenia da ICD é
a inducdo de processo inflamatorio via Receptor do tipo Toll 2 (TLR2), suprimindo uma resposta
eosinofilica protetora (Cowardin et al., 2016).

Atuando em sinergia ou ndo, as toxinas TcdA, TcdB e CDT causam comprometimento e/ou
destruicdo do epitélio do colon, prejudicando a absorgédo de agua e eletrdlitos, o que pode causar
diarreia por mal absorcao nos individuos infectados (Smits et al., 2016). Em adicéo, as toxinas
estimulam um intenso processo inflamatério, o qual é amplificado quando as mesmas atingem a
Iamina propria devido a perda da barreira celular, levando a liberagdo de IL-1, IL-8, histamina,
prostaglandinas, leucotrienos e 6xido nitrico por macrofagos, mastdcitos e células dendriticas
(Chandrasekaran and Lacy, 2017). Com a amplificacdo destes fatores, ha um intenso
extravasamento de liquidos vasculares para o local de infeccdo, causando edema, e acimulo de
celulas inflamatorias, que contribuem na destruicdo tecidual e na formagdo de areas epiteliais
necroticas que podem ser observados em individuos infectados (Voth and Ballard, 2005; Di Bella
et al., 2016; Aktories et al., 2017). A principal lesdo observada em suinos é o edema de
mesocolon, que pode ser de leve a intenso (Waters et al., 1998; Cappuccio et al., 2009).
Microscopicamente, observa-se leve a intenso edema de mesocdlon e de submucosa com
exsudagdo multifocal de muco, fibrina e agregados polimorfonucleares, especialmente neutréfilos
(Songer and Anderson, 2006). Também é observada a lesdo conhecida como volcano-like,
caracterizada pela infiltracdo focal de neutrofilos e macréfagos na lamina propria e no limen
como uma erupcdo vulcanica (Cappuccio et al., 2009). Lesdes como dispneia, distensdo
abdominal, hidrotérax, edema escrotal e ascite também ja foram observados (Songer and
Anderson, 2006).

2.7. Epidemiologia molecular

Atualmente, a tipificacdo de microrganismos patogénicos é uma ferramenta essencial para o
acompanhamento de surtos e vigilancia de doengas infecciosas, sendo primordial para definir a
populacdo em risco, direcionar o tratamento e guiar métodos de prevencdo e controle
(MacCannell, 2013). As primeiras técnicas de tipificacdo aplicadas a C. difficile foram baseadas
em caracteristicas fenotipicas, como padrdes de resisténcia a antibidticos, proteinas sollveis e
producdo de bacteriocinas (Killgore et al., 2008). Com o desenvolvimento tecnol6gico, métodos
baseados no genoma foram sendo desenvolvidos e aplicados ao estudo de C. difficile, gerando
informacdes importantes para serem aplicadas aos surtos causados pelo patégeno (Rodriguez et
al., 2016b). Na presente secdo, serdo descritas brevemente as técnicas mais utilizadas para
tipificacdo de C. difficile e, posteriormente, os tipos mais comumente encontrados em seres
humanos e suinos. Os leitores que buscam detalhamento das técnicas moleculares e comparacao
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entre elas podem consultar a vasta bibliografia ja publicada acerca do assunto (Killgore et al.,
2008; Griffiths et al., 2010; Janezic and Rupnik, 2010; Rodriguez et al., 2016b; Rupnik and
Janezic, 2016; Stojanov et al., 2016; Bletz et al., 2018).

Uma técnica de tipificacdo utilizada com bastante frequéncia é a deteccéo dos genes codificadores
das toxinas TcdA e TcdB por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) que, basicamente, permite
identificar se os isolados em questdo sdo toxigénicos (tcdA+tcdB+, tcdA+tcdB-, tcdA-tcdB+) ou
ndo toxigénicos (tcdA-tcdB-) (Lemee et al., 2004). Apesar de ser uma técnica bésica, ela permite
identificar se os isolados sdo ou ndo capazes de causar a doenca devido a presenca das toxinas,
haja vista que as estirpes ndo toxigénicas ndo possuem potencial patogénico (Natarajan et al.,
2013). Aprimoramentos desta técnica ja foram realizados para identificacdo dos genes
codificadores da toxina binaria (cdtA e cdtB) e do regulador negativo das toxinas TcdA e TcdB
(tcdC) (Antikainen et al., 2009; Silva et al., 2011). Tais aprimoramentos se justificam uma vez
que a estirpe que foi responsavel pelo aumento de casos e da gravidade dos mesmos na América
do Norte e na Europa nos anos 2000, considerada hipervirulenta, além de ser tcdA+tcdB+, possuia
0s genes cdtA e cdtB e uma forma truncada do gene tcdC (Antikainen et al., 2009).

Duas técnicas de fragmentacdo de DNA bacteriano bastante utilizadas sdo a analise por enzimas
de restrigdo (REA) e o gel de eletroforese em campo pulsado (PFGE) (Kuijper et al., 1987; Kato
et al., 1994). Ambas utilizam enzimas de restricdo no DNA bacteriano e possuem bom poder
discriminatério, sendo a REA uma das técnicas classicas de maior poder discriminatério para C.
difficile (Killgore et al., 2008; Rodriguez et al., 2016b). A principal diferenca entre elas é que a
REA utiliza enzimas que cortam o DNA com alta frequéncia, gerando uma grande quantidade de
fragmentos, ao passo que o PFGE utiliza enzimas que cortam o DNA com baixa frequéncia,
gerando de 7 a 20 grandes fragmentos que necessitam de uma eletroforese mais longa e com o
campo pulsado para serem separados (Killgore et al., 2008; Rodriguez et al., 2016b). Duas
desvantagens marcantes destas técnicas sao a dificuldade para interpretacéo de resultados e para
comparagdo entre laboratérios, dificultando seu uso para estudos epidemioldgicos de grande
escala (Rodriguez et al., 2016b). As estirpes consideradas hipervirulentas sdo comumente
tipificadas como NAP1 pelo PFGE e Bl pela REA, sendo que esta Gltima consegue discriminar
estirpes oriundas de surtos diferentes (Killgore et al., 2008).

A técnica de tipificacdo mais utilizada na Europa é a PCR ribotipagem, sendo atualmente o
método dominante de tipificacdo em estudos epidemioldgicos de C. difficile (Martin et al., 2016;
Rodriguez et al., 2016b; van Dorp et al., 2016). A técnica se baseia em amplificacdo da regido
intergénica 16S-23S do rDNA seguida da avaliacdo do padrdo de bandas geradas ap6s a
amplificacdo (Janezic and Rupnik, 2010). A nomenclatura é designada por trés digitos e 0s novos
ribotipos sdo determinados pelo Health Protection Agency-funded C. difficile Ribotype Network
(CDRN), localizado em Leeds, Reino Unido (Rodriguez et al., 2016b). O poder discriminatério
da técnica é satisfatdrio, sendo similar ao PFGE e um pouco menor que o REA (Killgore et al.,
2008; MacCannell, 2013; Kociolek et al., 2018). Entre as adaptacdes realizadas para a melhoria
da técnica, a implementacdo de eletroforese capilar com posterior disponibilizacdo de uma base
de dados online para a comparacao de padrdes eletroforéticos gerados (https://webribo.ages.at/)
foi um grande avanco, pois possibilitou uma maior homogeneidade na realizacéo da técnica entre
laboratérios (Fawley et al., 2015). Também podemos destacar a padronizagdo da PCR
ribotipagem a partir de DNA total extraido de fezes, eximindo a necessidade de isolamento prévio
do microrganismo (Janezic, 2016). Atualmente, mais de 800 ribotipos j& foram descritos e 0s
isolados considerados hipervirulentos nos surtos do inicio da década de 2000 foram tipificados
como ribotipo (RT) 027 por esta técnica (Kuijper et al., 2008).
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Entre as técnicas de sequenciamento, o Multilocus Sequencing Typing (MLST) tem sido usado
com maior frequéncia uma vez que permite a identificacdo de relaces filogenéticas e evolutivas
entre os isolados e € de facil comparacdo interlaboratorial (MacCannell, 2013; Rodriguez et al.,
2016b). A técnica se baseia no sequenciamento de fragmentos internos de sete genes constitutivos
onde cada fragmento representa um alelo. As sequéncias sdo analisadas em uma plataforma online
(https://pubmlst.org/cdifficile/) e cada alelo recebe um ndmero distinto, sendo o sequence type
(ST) determinado pela combinacdo dos sete alelos (Griffiths et al., 2010). Os STs séo agrupados
filogeneticamente em seis clados diferentes, os quais sdo importantes no entendimento da
evolucdo do patégeno (Janezic and Rupnik, 2015). Estudos mostram que o poder discriminatério
do MLST é similar ao da ribotipagem e uma associacgdo forte entre ST e RT ja foi demonstrada
(Killgore et al., 2008; Dingle et al., 2011; Janezic and Rupnik, 2015; Li et al., 2018). As estirpes
hipervirulentas RT 027 foram as primeiras a serem tipificadas por esta técnica, sendo classificadas
como ST1 (Griffiths et al., 2010).

Ao revelar completamente 0 DNA do microrganismo, o sequenciamento completo do genoma
(WGS) é a técnica com maior poder discriminatério e tem sido aplicada para o estudo da dindmica
evolutiva e disseminacdo global das estirpes hipervirulentas de C. difficile (RT 027) (He et al.,
2013). A técnica identifica polimorfismos de nucleotideo Unico (SNV), permitindo a identificagcdo
de clonalidade entre as estirpes, ferramenta que pode auxiliar a esclarecer as rotas de transmissao
do patdégeno em centros hospitalares ou entre humanos e animais (Eyre et al., 2013; Rodriguez et
al., 2016b). Devido ao alto custo, a técnica ainda ndo tem sido utilizada com frequéncia, entretanto
possui potencial para substituir todas as técnicas de tipificacdo existentes (Rodriguez et al.,
2016b).

Como dito anteriormente, C. difficile pode ser dividido em seis clados pelo MLST, sendo o clado
1 o maior e mais heterogéneo dentre eles, podendo abrigar estirpes toxigénicas e ndo toxigénicas
(Janezic and Rupnik, 2010; Mufioz et al., 2017). Nesse clado se encontra 0 RT 014 (comumente
ST2, além de ST13, ST14, ST49, ST50, ST132), um dos ribotipos mais comuns no mundo, sendo
o0 predominante em seres humanos na Europa, na Australia e no Brasil (Balassiano et al., 2009;
Janezic and Rupnik, 2010; Bauer et al., 2011; Eyre et al., 2015; Silva et al., 2015; Martin et al.,
2016; Cangado et al., 2018a). Além de ser frequente em seres humanos, RT 014 é comumente
isolado em suinos com quadros de ICD na Austrdlia e no Brasil (Knight et al., 2015a; Silva et al.,
2015; Knight et al., 2017). Outros tipos toxigénicos prevalentes pertencentes a esse clado sdo RT
001 (ST3), RT 002 (ST8, ST35, ST48, ST146), RT 012 (ST54) e RT 106 (ST41, ST42, ST135)
(Janezic et al., 2012; Tickler et al., 2014; Janezic and Rupnik, 2015; Martin et al., 2016; Plaza-
Garrido et al., 2016; Cangado et al., 2018a). Entre os tipos ndo toxigénicos pertencentes ao clado,
os relatos sdo escassos, sendo 0 RT 009 e o RT 010 os mais comumente citados (Janezic et al.,
2012; Silva et al., 2015).

O clado 2 ¢é conhecido por albergar a estirpe hipervirulenta RT 027 (ST1) e possui a maior
diversidade genética entre os clados (Dingle et al., 2014; Elliott et al., 2017; Mufioz et al., 2017).
Apesar da prevaléncia do RT 027 ter reduzido nos Gltimos anos na Europa, o ribotipo ainda é o
mais comum na América do Norte e tem sido identificado em diversos paises da América do Sul,
como Chile, Argentina e, mais recentemente, Brasil (Tickler et al., 2014; Aguayo et al., 2015;
Martin et al., 2016; Plaza-Garrido et al., 2016; Dingle et al., 2017; Cejas et al., 2018; Pires et al.,
2018). Outros tipos que tém emergido desse clado e chamado atencdo pelo aumento da
prevaléncia sdo RT 016 (ST1), RT 176 (ST1), RT 198 (ST1), RT 244 (ST41) e RT 821 (ST41),
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este Gltimo ja identificado em humanos no Brasil (Valiente et al., 2014; Knight et al., 2015b;
Costa et al., 2016; Martin et al., 2016; Elliott et al., 2017).

O clado 5 divergiu dos outros clados entre 1,1 e 85 milhdes de anos, possuindo uma distancia
evolutiva consideravel dos demais (He et al., 2010). O tipo classico deste clado é o RT 078
(ST11), também considerado hipervirulento e fortemente associado a animais, especialmente
suinos (Rupnik et al., 2008; Janezic et al., 2014; Kim et al., 2018). Além disso, RT 078 tem sido
relacionado ao aumento de casos de ICD relacionados a comunidade, enfatizando sua importancia
no contexto de salde Unica (Cassir et al., 2017; Suo et al., 2017; Wu et al., 2017). Outros ribotipos
pertencentes ao ST11 ja foram descritos em humanos e suinos, como RT 33, RT 126, RT 237,
RT 281 e RT 288, demonstrando que este clado € mais variado do que se imaginava anteriormente
(Silva et al., 2015; Knight and Riley, 2016; Tsai et al., 2016; Oliveira Junior et al., 2018).

No clado 4, algumas variantes da estirpe RT 017 (ST37, ST86) sdo responsaveis por surtos de
ICD em humanos, sobretudo no continente asiatico (van den Berg et al., 2004; Elliott et al., 2017).
Os demais clados tém sido alvo de estudos recentemente, de forma que ainda ndo existem dados
consistentes a respeito da sua participacdo em quadros de ICD em humanos e animais (Janezic
and Rupnik, 2015; Chen et al., 2017; Mufioz et al., 2017).

2.8. Adoenca

A doenca causada por C. difficile se inicia com a ingestdo dos esporos, 0s quais podem estar
presentes no ambiente, em instalagdes hospitalares ou instalagfes animais (Figura 1) (Keessen et
al., 2011a; Janezic et al., 2012; Gil et al., 2017; Warriner et al., 2017). Ap6s germinacao, o
microrganismo pode se aderir na parede intestinal, principalmente em condigdes de disbiose,
produzindo as toxinas responsaveis por causar as lesdes celulares e teciduais anteriormente
descritas (Weese et al., 2010; Koenigsknecht et al., 2015; Janoir, 2016; Battaglioli et al., 2018;
Horvat and Rupnik, 2018). Fatores relacionados ao estabelecimento da doenga, bem como
sintomas e sinais clinicos diferem entre humanos e suinos (Keessen et al., 2011a). Tais
particularidades serdo brevemente relatadas nas se¢Oes a seguir.

2.9.  Doenca em humanos

Em humanos, C. difficile € uma das principais causas de infecgdo nosocomial, sendo que um
estudo recente nos Estados Unidos estimou que ocorram cerca de 453 mil casos anuais, com mais
de 6% de mortalidade e gasto de cerca de US$ 5 bilhdes no pais (Lessa et al., 2015; Phillips and
Hammond, 2017). No Brasil, sabe-se pouco em rela¢do a ocorréncia de ICD em humanos, uma
vez que grande parte dos hospitais ainda ndo realizam o diagnostico laboratorial do agente.
Estudos recentes, porém, demonstram que 0 agente é responsavel por pelo menos 8% dos casos
de diarreia nosocomial (Pires et al., 2014; Cancado et al., 2018a). A ICD ocorre em individuos a
partir de um ano de idade, sendo mais comum em adultos, e tem como principal fator de risco a
administracdo prévia de antimicrobianos, principalmente ampicilina, amoxicilina, cefalosporinas,
clindamicina e fluorquinolonas (Honda and Dubberke, 2014; Leffler and Lamont, 2015;
McFarland et al., 2016; Dingle et al., 2017). Os antimicrobianos causam uma deple¢do na
microbiota dos pacientes, diminuindo a resisténcia a colonizagéo e levando ao desenvolvimento
de ICD em pacientes que ndo conseguem desenvolver uma resposta imune humoral efetiva contra
as toxinas (Britton and Young, 2014; Leffler and Lamont, 2015; Martin et al., 2016). Outros
fatores de risco ja descritos sdo idade avancada, imunossupressdo, historico de cirurgias
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intestinais, doencas inflamatorias intestinais e alta severidade de comorbidades associadas
(Leffler and Lamont, 2015; Cancado et al., 2018a).

Além das infeccBes nosocomiais, a CA-ICD tem crescido nos Gltimos anos, sendo responsavel
por cerca de 13 a 32% dos casos na atualidade (Leffler and Lamont, 2015; Lessa et al., 2015;
Martin et al., 2016; Brown and Wilson, 2018). O uso de antimicrobianos também é um fator de
risco importante nesses casos, entretanto, outros fatores como doencas cardiacas, doengas renais
cronicas e doencas inflamatdrias intestinais também séo apontados como fatores de risco (Guh
etal., 2017). Quanto a fonte de infec¢do, ndo had um consenso, mas acredita-se que esses pacientes
poderiam ja ser carreadores assintomaticos do microrganismo ou terem se infectado em ambientes
hospitalares, instalacfes animais ou até mesmo através da ingestdo de esporos via alimentos de
origem animal, como carnes oriundas de animais portadores (Martin et al., 2016; Guh et al., 2017;
Brown and Wilson, 2018).

Enquanto a taxa de adultos saudaveis carreadores de C. difficile se encontra em torno de 5%, em
criangas menores de um ano o percentual médio é entre 10 e 30%, podendo chegar a 70% (Lees
et al., 2016). A ICD pode ocorrer em individuos com idade inferior a 21 anos, sendo considerada
ICD pediatrica, entretanto, a prevaléncia da doenca é baixa quando comparada com adultos.
Criangas com idade inferior a 12 meses ndo entram nessa estatistica, pois hd um consenso que as
mesmas nao possuem um processo de internalizagdo das toxinas, possivelmente devido a falta de
receptores para as mesmas (Adlerberth et al., 2014; Lees et al., 2016; McFarland et al., 2016).
Essa é uma diferenca marcante interespécies, uma vez que, em suinos, a doenga ocorre
exclusivamente em neonatos (Weese et al., 2010; Keessen et al., 2011a).

Os sintomas iniciais da ICD em pacientes humanos sdo diarreia, dores, febre, nduseas e anorexia,
que podem se resolver apOs retirada de antimicrobianos ou implementacdo de tratamento
especifico para ICD (Phillips and Hammond, 2017). Em casos mais graves podem ser observados
diarreia severa, colite pseudomembranosa, perfuragdo do cdlon, megacdlon tdxico e sepse,
acompanhado de intensa leucocitose e lesGes renais agudas (Honda and Dubberke, 2014; Phillips
and Hammond, 2017). A taxa de recorréncia de ICD ap06s a descontinuidade do tratamento varia
de 20 a 30% e esta relacionada a uma microbiota susceptivel a infeccdo e baixo estimulo de
resposta humoral (Britton and Young, 2014; Cole and Stahl, 2015; Martin et al., 2016).

Nos hospitais, é extremamente importante que haja uma metodologia eficiente para gestdo dos
casos de ICD baseado no diagnéstico, tratamento dos doentes e prevencdo de novos casos,
entretanto, ndo ha um consenso entre os clinicos ou na literatura de quais praticas seguir (Leffler
and Lamont, 2015; Martin et al., 2016). Com o intuito de fornecer um guia pratico para os
profissionais de salde, associages como a Infectious Disease Society of America (IDSA) e a
Society for Healthcare Epidemiology of America (SHEA) realizam revisdes de literatura
periodicas abordando os principais topicos relacionados & doenca (Dubberke et al., 2014;
McDonald et al., 2018). Apds a realizagdo do diagnostico, que serd discutido com mais clareza
na secdo seguinte, é extremamente indicado que se proceda o isolamento do paciente, de
preferéncia em quartos individuais e por até 48 h ap6s cessarem os sintomas (McDonald et al.,
2018). Em adicéo, para garantir a prevengdo de novos casos, € extremamente importante que 0s
profissionais de salide nos hospitais realizem a troca de luvas e a higienizacdo das méos apds o
contato com o paciente, além da desinfeccdo didria do ambiente com agentes esporicidas
(Macleod-Glover and Sadowski, 2010; McDonald et al., 2018). Em relagéo ao uso de antibidticos,
preventivamente, recomenda-se evitar utilizar por longos periodos de tempo antimicrobianos
considerados de alto risco para ICD (McDonald et al., 2018). Os antibiéticos de escolha para o
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tratamento sdo a vancomicina ou fidaxomicina, sendo que o metronidazol, anteriormente indicado
para o tratamento de ICD, ficaria com o uso recomendado apenas para criangas ou em casos leves
de adultos na auséncia dos outros antimicrobianos (Honda and Dubberke, 2014; McDonald et al.,
2018). Em casos de recorréncia, indica-se tratamento prolongado com vancomicina, sendo o
transplante fecal recomendado apenas para pacientes a partir do segundo episddio de recorréncia
(Liubakka and VVaughn, 2016; McDonald et al., 2018).

2.10. Doencga em suinos

A principal diferenca da doenca em suinos quando comparada a doenca em humanos é o fato de
C. difficile acometer apenas leitdes entre um e sete dias de idade (Songer and Anderson, 2006;
Arruda et al., 2013). De forma similar aos neonatos humanos, os leitdes recém-nascidos também
s&o mais susceptiveis a colonizagao que os individuos adultos, uma vez que a microbiota esta em
processo de formacdo (Weese et al., 2010; Lees et al., 2016; Grzeskowiak et al., 2018a). Porém,
diferentemente dos humanos, a presenca de receptores, especialmente de TcdA, ja foi
demonstrada em toda extensdo do intestino delgado e célon dos leitdes neonatos, fazendo que
eles sejam susceptiveis a infeccao nos primeiros dias de vida (Keel and Songer, 2007). Em granjas
cujo patdgeno esta presente, a grande maioria dos animais é colonizada pelo agente em um curto
periodo de tempo, e em cerca de dois tercos das leitegadas sdo observados sinais clinicos
(Anderson and Songer, 2008; Weese et al., 2010; Hopman et al., 2011; Schneeberg et al., 2013).
Acredita-se que a principal fonte de infec¢do sdo as instalacdes contaminadas, entretanto, as
porcas também podem eliminar o agente durante o periparto e insetos e roedores podem funcionar
como carreadores do patogeno (Hopman et al., 2011; Burt et al., 2012; Grze$kowiak et al., 2016,
2018a; Oliveira Junior et al., 2018).

A partir da segunda semana de vida, hd uma reducéo dréstica do nimero de animais colonizados,
provavelmente devido a sucessdo ecolégica da microbiota (Weese et al., 2010; Schneeberg et al.,
2013; Grzeskowiak et al., 2018a). E importante destacar que em animais com idade superior a
duas semanas a proporcao de estirpes RT 078 aumenta, apontando para uma possivel adaptacdo
da estirpe ao hospedeiro (Schneeberg et al., 2013). Apesar da toxina poder ser detectada em
pequenas quantidades em fezes de porcas, ndo ha relatos da ocorréncia da doenca a partir da
segunda semana de vida, reforcando a tese de que a ICD afeta apenas suinos neonatos, diferente
do que ocorre humanos (Keessen et al., 2011a; Grzeskowiak et al., 2016).

Pouco se sabe sobre os fatores predisponentes que aumentam a susceptibilidade do leitdo e/ou da
leitegada a infeccdo (Grzeskowiak et al., 2018a). Além da microbiota em formagéo, sabe-se que
alimentacdo com sucedaneos em substituicdo ao leite materno aumenta a susceptibilidade a
infeccdo, tanto pela auséncia dos fatores protetores presentes no leite quanto pela inducéo de uma
microbiota que oferece uma menor resisténcia (Grzeskowiak et al., 2018b). O fato de algumas
leitegadas ndo apresentarem sinais clinicos possivelmente esta relacionado a um menor desafio
que tais leitegadas estdo submetidas, seja pela adequada lavagem e desinfecgéo realizada nas baias
em questdo ou por uma menor liberagdo de esporos nas fezes das porcas (Moono et al., 2016;
Grzeskowiak et al., 2018a). Algumas hipdteses para explicar diferencas de susceptibilidade se
relacionam & porca, como uma producao mais eficiente de anticorpos protetores, 0s quais seriam
passados via colostro para os leitdes e/ou modulagéo de microbiota, gerando uma populagdo mais
resistente a infecgdo (Grzeskowiak et al., 2016, 2018a). N&o ha evidéncias concretas que 0s
antimicrobianos, principais indutores de ICD em seres humanos, sejam responsaveis por uma
maior susceptibilidade de infecgdo, mas sua capacidade de interferir na formacdo da microbiota
ndo pode ser desconsiderada (Arruda et al., 2013; Grzeskowiak et al., 2018a).

38



Grande parte dos animais apresentam a doenga na forma subclinica, sendo observada reducéo de
10 a 15% no ganho de peso e diminuicdo em indices zootécnicos da granja (Songer and Uzal,
2005). Cerca de 20% dos animais apresentam a doenca clinica, sendo que o principal sinal é a
diarreia, que pode ser pastosa ou liquida com curso limitante, intermitente ou continuo (Songer,
2004; Moono et al., 2016). A taxa de mortalidade da doenca geralmente é baixa, mas pode
alcancar niveis de 15%, sendo colite e edema de mesocélon as principais lesdes encontradas
nestes animais (Songer and Anderson, 2006; Anderson and Songer, 2008; Squire et al., 2013).
Histologicamente, se observa colite fibrinopurulenta multifocal ulcerativa, com perda das células
caliciformes e intenso infiltrado inflamatorio neutrofilico (Yaeger et al., 2007).

Devido as caracteristicas do sistema de producéo e o curso da doencga, ndo € usual o tratamento
de animais acometidos (Moono et al., 2016). Além disso, a prevencao e controle da doenga é
baseada apenas em medidas de limpeza e desinfeccdo das instalacbes (Moono et al., 2016). A
auséncia de medidas efetivas para conter o avanco do patégeno fez com que ele se tornasse uma
das principais causas de diarreia neonatal em leitdes (Songer, 2004; Cruz Junior et al., 2013).
Além de impactar a salde dos animais, estudos sugerem que existe o risco de transmissdo de C.
difficile por via direta ou através de produtos de origem animal para a populacdo humana,
aumentando ainda mais a necessidade de controle desse patdgeno em suinos (Keessen et al., 2013;
Squire and Riley, 2013; Brown and Wilson, 2018).

Especificamente no Brasil, os estudos envolvendo diarreia por C. difficile em suinos ainda sdo
escassos (Silva et al., 2013b). Ademais, dois estudos conduzidos no pais encontraram entre 10 e
16% dos animais positivos para as toxinas A/B e cerca de 35 a 53% das granjas visitadas
acometidas pelo agente (Lippke et al., 2011; Silva et al., 2011). A doenca também ja foi
diagnosticada em forma de surto, elevando a incidéncia de diarreia neonatal em uma granja de 2
para 20% (Silva et al., 2013c). Epidemiologicamente, ja foram encontrados diversos ribotipos,
com leve predominancia das estirpes RT 014/020 (ST2) e RT 126 (ST11) (Silva et al., 2015;
Oliveira Junior et al., 2018). Em um estudo envolvendo os principais enteropatdgenos em suinos
de uma semana de idade, Cruz Junior et al. (2013) detectaram as toxinas A/B de C. difficile e/ ou
lesdes histopatoldgicas do agente em cerca de 50% dos animais avaliados, sugerindo que C.
difficile seja um dos agentes infecciosos entéricos mais importantes nessa faixa etaria.

2.11. Diagnéstico

O diagnostico de ICD tem sido um problema recorrente em medicina humana e veterinaria e as
falhas de diagndstico sdo, em parte, responsaveis pela disseminacdo do agente e aumento dos
casos da doenga (Knight et al., 2014; Martinez-Meléndez et al., 2017). Para guiar o diagndstico
em humanos, periodicamente sdo publicadas diretrizes de préticas clinicas sugerindo os melhores
procedimentos para diagnostico da doenga baseadas na eficacia dos testes disponiveis no mercado
(Honda and Dubberke, 2014; Martinez-Meléndez et al., 2017; McDonald et al., 2018). Em
medicina veterinaria, a falta de testes especificos e de diretrizes concretas para realizar o
diagndstico faz com que a doenca seja subdiagnosticada, dificultando o tratamento dos animais,
quando pertinente, e/ou prejudicando 0 manejo sanitario das propriedades (Knight et al., 2014;
Moono et al., 2016). Nesta secdo serdo citados os principais testes laboratoriais, a atual
recomendacdo para diagndstico humano e 0s consensos na literatura para o uso das técnicas para
diagndstico em suinos.
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Para realizar o diagnoéstico laboratorial de ICD é necessaria a identificacdo do agente ou a
deteccdo das toxinas A/B (Martinez-Meléndez et al., 2017). Dos testes de identificacdo do agente,
a cultura direta (DC) é o mais tradicional, sendo o ChromlID C. difficile &gar (bioMérieux, Franca),
um meio cromogénico lancado recentemente no mercado, 0 que permite as maiores taxas de
isolamento do agente (Knight et al., 2014; Yang et al., 2014; Martinez-Meléndez et al., 2017).
Mesmo com o aumento da sensibilidade dos meios de cultura, a técnica é demorada e ndo permite
a diferenciacdo de estirpes toxigénicas e nao toxigénicas, sendo mais utilizada para obter isolados
visando posteriores tipificagdes (Knight et al., 2014; Martinez-Meléndez et al., 2017). J4 a cultura
toxigénica (CT) é um teste de duas etapas que visa identificar se estirpes isoladas sdo capazes ou
ndo de produzir toxinas (Martinez-Meléndez et al., 2017). Por ser um teste de alta sensibilidade,
¢ comumente utilizado como referéncia para comparacdo de outros testes, entretanto, é mais
demorado que a cultura direta, ndo sendo usado na prética clinica (Knight et al., 2014; Martinez-
Meléndez et al., 2017; McDonald et al., 2018).

Os testes de identificacdo do agente com potencial uso na pratica clinica sdo o teste de
imunoensaio glutamato desidrogenase (GDH) e as técnicas de amplificacdo de acido nucleico
(NAATS) (Martinez-Meléndez et al., 2017; McDonald et al., 2018). A glutamato desidrogenase
é uma enzima conservada de C. difficile produzida tanto por estirpes toxigénicas como por ndo
toxigénicas, e comumente encontrada nas fezes de pacientes infectados, o que faz com que o teste
baseado na detecgdo deste antigeno tenha alta sensibilidade (Martinez-Meléndez et al., 2017,
McDonald et al., 2018). Como o teste ndo diferencia o potencial toxigénico das estirpes, alguns
Kits detectam também as toxinas A e B, porém a sensibilidade € reduzida, especialmente em
suinos (Knight et al., 2014; Johansson et al., 2016). JA& os NAATs sdo testes baseados na
identificacdo dos genes das toxinas de C. difficile sem a necessidade de isolamento, utilizando
técnicas como RT-PCR e microarranjos de DNA de baixa densidade (Martinez-Meléndez et al.,
2017). Em geral os testes possuem alta sensibilidade, boa especificidade e séo rapidos, sendo
altamente recomendados para o diagndstico, entretanto o alto custo pode inviabilizar sua
utilizagdo (Martinez-Meléndez et al., 2017; McDonald et al., 2018).

Em relagdo aos testes que detectam as toxinas, a soroneutralizacdo celular (SNC) € o principal,
sendo considerado outro teste de referéncia para o diagnostico de ICD (Martinez-Meléndez et al.,
2017). A sensibilidade do teste varia de acordo com as linhagens celulares utilizadas e a
padronizacdo de cada laboratorio, entretanto, a manutencdo de linhagens celulares e a necessidade
de pessoal treinado inviabiliza o uso do teste rotineiramente (Carroll and Bartlett, 2011; Martinez-
Meléndez et al., 2017). Como alternativa prética, diversos kits de ensaios imunoenzimaticos
(E1As) foram desenvolvidos para deteccdo das toxinas A e B, porém, a sensibilidade é variavel
entre os diversos fabricantes, fato que devem ser considerado quando opta-se pela utilizag&o desta
técnica (Planche et al., 2008; Silva et al., 2014; Martinez-Meléndez et al., 2017). Em suinos, a
sensibilidade dos testes EIA é ainda menor, uma vez que todos eles foram padronizados para
diagnostico a partir de fezes humanas (Keessen et al., 2011b).

As atuais diretrizes para diagnostico de ICD humano recomendam que os testes laboratoriais s6
sejam realizados em pacientes que apresentaram trés ou mais episodios de diarreia em um periodo
de 24 h e, nestes casos, pode se utilizar apenas um teste NAAT. Na auséncia do NAAT ou em
hospitais onde ndo h& um critério clinico para o teste dos pacientes, recomenda-se que algum teste
de deteccdo de toxinas seja utilizado como parte de um algoritmo de maltiplas etapas (p.ex.: GDH
- EIA; GDH - EIA - NAAT ou NAAT - EIA) (McDonald et al., 2018). A combinacdo dos
testes a serem utilizados estéo relacionados a sua disponibilidade e a fatores internos das unidades
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de salde, como a prevaléncia da doenca (Honda and Dubberke, 2014; Martinez-Meléndez et al.,
2017; Cancado et al., 2018b).

Para o diagndéstico em suinos, ndo ha diretrizes que auxiliem o veterinario. O aumento dos casos
de diarreia nos animais sob risco (1 a 7 dias de vida) associado a observagdo de acentuado edema
de mesocolon durante a necropsia de animais desta faixa etaria sdo sugestivos da presenca da ICD
(Songer and Anderson, 2006) A realizacdo da histopatologia com visualizacdo de colite com
infiltrado inflamatdrio neutrofilico associado com areas de erosao e ulceragdo, conhecidas como
lesdes volcano-like, sdo altamente sugestivas da doenca (Yaeger et al., 2007). Laboratorialmente,
estudos avaliando diversos métodos diagnosticos encontraram sensibilidades baixas para o
diagnostico individual, mas adequadas para o diagndstico de rebanho (Keessen et al., 2011b;
Knight et al., 2014). Keessen et al. (2011b) sugeriram um algoritmo de multiplas etapas para o
diagndstico, sendo o cenario ideal a utilizagdo de um NAAT (RT-PCR) como método de triagem
e CT como confirmatério, o0 que seria inviavel para o uso rotineiro pelos custos e tempo para
realizacdo dos mesmos. Ja Knight et al. (2014) sugeriram a utilizagdo da DC como método Unico,
ponderando que o uso do EIA em sequéncia poderia aumentar a especificidade do diagndstico.

2.12.  Prevencéo e Controle

De forma geral, para a prevencdo e controle da ICD, as estratégias devem ser focadas em trés
frentes: impedir ou minimizar o contato do patégeno com o hospedeiro; evitar a colonizacédo do
patdgeno; e evitar a acdo das toxinas (Moono et al., 2016; Kociolek et al., 2018; Péchiné et al.,
2018). O objetivo desta secdo é discutir as estratégias de prevencao e controle disponiveis ou em
estudo que possuem aplicabilidade na suinocultura. As diretrizes especificas recomendadas para
controle e prevencdo da doenca em humanos ndo serdo foco deste trabalho, podendo ser
consultadas em sua integralidade nos trabalhos referenciados (Dubberke et al., 2014; McDonald
et al., 2018).

A primeira estratégia para prevenir a ICD seria impedir ou minimizar o contato do patégeno com
0 hospedeiro (Moono et al., 2016). Por ser esporulado, C. difficile € comumente encontrado nas
instalagBes animais, podendo resistir aos processos de compostagem fecal e tratamento de
efluentes (Hopman et al., 2011; Romano et al., 2012; Usui et al., 2017). Para minimizar a
contaminacdo das instalacdes, o uso de desinfetantes a base de cloro ou peréxido de hidrogénio
sdo alternativas indicadas durante o vazio sanitario (Macleod-Glover and Sadowski, 2010; Mosci
et al., 2017; Grzeskowiak et al., 2018a; Uwamahoro et al., 2018). Devido ao baixo custo, o
hipoclorito de sédio é uma boa opg¢do para desinfeccdo, entretanto, o produto pode corroer as
instalagBes metélicas e antes da sua utilizagéo deve-se realizar a limpeza das instalagdes, uma vez
gue sua atividade microbicida é inativada pela matéria organica (Gil et al., 2017; Goda et al.,
2017). Estudos recentes demonstraram que a susceptibilidade aos desinfetantes depende do
ribotipo e esporos submetidos a concentragdes subletais de desinfetantes & base de cloro podem
ter sua capacidade de aderéncia em superficies inorganicas aumentada, contribuindo para
persisténcia dos mesmos nas instalacbes (Joshi et al., 2017; Kenters et al., 2017). Outras
alternativas seriam a utilizacdo de desinfetantes a base de cloro com maior poder esporocida e
maior atividade em matéria organica, como o dicloroisocianurato de sédio e &cido cloroso, ou de
substancias germinantes de esporos, como o acido taurocolico, o qual demonstrou bons efeitos na
reducdo de esporos viaveis na pele e em superficies (Vohra and Poxton, 2011; Goda et al., 2017;
Nerandzic and Donskey, 2017). Entretanto, ainda que se use uma base eficiente e de forma
correta, os desinfetantes ndo eliminardo completamente os esporos, sendo necessarias medidas
adicionais (Hopman et al., 2011; Vohra and Poxton, 2011).
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A principal estratégia investigada pelos pesquisadores para prevencéo da ICD tem como foco as
toxinas e se baseia, sobretudo, em estratégias de imunizacao (Mizrahi et al., 2014; Bruxelle et al.,
2018). A utilizacdo de agentes quelantes de toxinas, como resinas de troca anidnica e
colesteramina, ja foram utilizados como tentativa de tratamento para seres humanos, mas néo ha
relato do uso dos mesmos preventivamente em suinos (McCoy et al., 2016). Diversas
metodologias sdo utilizadas na tentativa de conferir imunidade passiva ou ativa para pacientes
infectados e/ou em risco, e 0 estado de arte pode ser encontrado nas revisdes citadas (Mizrahi et
al., 2014; Bruxelle et al., 2018).

Em relacdo as estratégias de imunizacdo passiva, duas delas parecem ter aplicabilidade
promissora em suinocultura. A primeira diz respeito ao bezlotoxumab, um anticorpo monoclonal
humano que se liga na porcédo B da TcdB impedindo seu contato com os receptores (Wilcox et
al., 2017; Péchiné et al., 2018). Em modelo experimental de suinos gnotobidticos, a utilizacdo de
anticorpos monoclonais e policlonais contra a TcdB aplicados por via intraperitoneal impediu a
morte dos leitBes, preveniu as manifestacGes sistémicas da doenca e reduziu a severidade dos
sintomas gastrointestinais (Steele et al., 2013). A segunda estratégia é relativa a administracdo de
colostro hiperimune bovino (CHB) por via oral (Sponseller et al., 2015; Kociolek and Gerding,
2016). A utilizacdo do CHB em leitbes gnotobioticos preveniu lesbes macroscopicas e
histopatoldgicas e reduziu a intensidade da diarreia, mesmo com colonizagdo similar ao grupo
controle (Sponseller et al., 2015). Em uma estratégia similar utilizando leitGes convencionais em
modelo experimental, anticorpos do plasma de equinos hiperimunes foram capazes de reduzir os
escores das lesdes histopatolégicas (Ramirez et al., 2014).

No que diz respeito a imunizagdo ativa, varios grupos de pesquisa tém se esforgado ao longo das
décadas para a producdo de uma vacina eficaz em humanos, com técnicas variando desde a
producdo de toxoides tradicionais até a utilizagdo de vetores vacinais, com diversas formulagoes
passando por etapas de ensaios clinicos (Mizrahi et al., 2014; Bruxelle et al., 2018). Como a
doenca em leitdes ocorre nos primeiros dias de vida, os imunégenos em suinocultura deveriam
ser aplicados nas porcas visando a transferéncia de imunidade através do colostro (Uzal et al.,
2016; Grzeskowiak et al., 2018b). Até o presente momento ndo h& relatos da utilizagdo de
imundgenos em suinos e os protocolos aplicados em outras espécies para gerar soro ou colostro
hiperimune sdo invidveis para uma imunizacgdo regular, de forma esse campo ainda pode ser
explorado pela ciéncia (Ramirez et al., 2014; Sponseller et al., 2015). Ainda que sejam
descobertas estratégias eficazes para combater a doenga com a imunizacao ativa ou passiva tendo
como alvo as toxinas, deve-se pontuar que ndo se conhece a eficécia desta estratégia em previnir
a colonizagdo, de forma que ndo é possivel predizer os possiveis impactos da imunizagdo na
circulagdo patdégeno na granja (Sponseller et al., 2015). A manutencdo do microrganismo na
granja poderia causar doenga nos animais eventualmente ndo cobertos pelo método preventivo,
além de continuar representando um possivel risco zoon6tico (Hensgens et al., 2012; Keessen et
al., 2013).

Devido as crescentes evidéncias do papel zoonético do agente, as estratégias de prevencdo de
ICD que objetivam evitar a colonizagdo de C. difficile aumentam sua importancia (Arruda et al.,
2016; Brown and Wilson, 2018; Mills et al., 2018; Péchiné et al., 2018). Para tal, também pode-
se lancar mao estratégias de imunizacdo visando antigenos de superficie de esporos e células
vegetativas (Péchiné et al., 2018). Dentre as estratégias de imunizagdo ativa, diversos antigenos
como Cwp84, GroEL e FIiC, administrados por diferentes vias, foram capazes de reduzir a
colonizagéo intestinal em hamsters e/ou camundongos e conferir protecdo parcial contra ICD

42



(Ghose et al., 2016; Péchiné et al., 2018). O mesmo foi observado com a administracao
intraperitoneal de soro hiperimune contra a flagelina FIiC em camundongos, uma estratégia de
imunizacgdo passiva (Ghose et al., 2016). Hutton et al. (2017) produziram o CHB imunizando
vacas prenhes com moléculas de superficie de esporos e de células vegetativas e observaram que
a associacdo destas com o CHB-TcdB podem prevenir a doenga em camundongos e diminuir
ligeiramente a eliminacdo de esporos. Na literatura ha relato de imunizagdo de porcas prenhas
com PSII, um polissacarideo presente na membrana de C. difficile (Bertolo et al., 2012). A
producéo de IgM anti-PSlII foi detectada no soro desses animais, entretanto, ndo foi mensurado o
efeito na prole das porcas que ingeriram o colostro, de forma que o efeito das imunizagfes na
prevencdo da doenca em suinos permanece desconhecido (Bertolo et al., 2012).

Outra possibilidade para a prevencdo da colonizacdo seria administracdo de farmacos e/ou
substancias que impecam a colonizacdo (Roshan et al., 2018a). Como a doenga em leitdes ocorre
nos primeiros dias de vida, é recomendavel que a substancia seja capaz de diminuir ou impedir a
colonizacdo sem causar grandes impactos na formacéo da microbiota (Grzeskowiak et al., 2018a).
Neste sentido, a utilizacdo de inibidores de germinacdo, bacteriocinas de curto espectro e de
substancias naturais ja demonstraram resultados positivos in vitro e/ou em modelos animais
(Howerton et al., 2013; Rea et al., 2014; Roshan et al., 2018a; 2018b). Entretanto, a possibilidade
de afetar outros componentes da microbiota e/ou a necessidade de multiplas administracdes sdo
pontos que devem ser considerados para utilizagdo destas substancias, de forma que mais estudos
S80 necessarios para garantir seguranca e praticidade na utilizacao de tais agentes em suinocultura
(Howerton et al., 2013; Rea et al., 2014; Roshan et al., 2018; 2018b).

Terapias envolvendo microrganismos também tem sido testadas com frequéncia para o tratamento
de ICD em humanos como alternativas ao uso de antimicrobianos (Fitzpatrick, 2013; Mills et al.,
2018). Dentre estas estratégias, encontra-se o uso de bacteriéfagos, transplante fecal, probidticos
e estirpes ndo toxigénicas de C. difficile (NTCD) (Fitzpatrick, 2013; Khanna et al., 2016; Nale et
al., 2016; Hudson et al., 2017; Gerding et al., 2018; Mills et al., 2018). Estes dois Gltimos serdo
discutidos nesta secdo devido ao potencial mais evidente de uso em suinocultura. Os probidticos
sdo definidos pela Organizagdo das NagOes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO)
como microrganismos que, quando administrados em uma dose conhecida, promovem beneficios
ao hospedeiro. Entretanto, essa defini¢do ainda é alvo de discussdes entre diversos grupos de
estudos, de forma que ndo ha um consenso entre pesquisadores a respeito da mesma (Reid, 2016).
Os possiveis mecanismos de acdo dos probidticos que auxiliam na prevencdo de ICD sdo
competicdo por nicho ecolégico e nutrientes, producdo de substancias antibacterianas, producao
de proteases que inativam as toxinas, metabolizacdo de acidos biliares primarios em secundarios,
que diminuem a germinagdo dos esporos e imunomodulacdo (Fitzpatrick, 2013; Mills et al.,
2018).

Diversas bactérias e fungos tém sido testados de forma singular ou em combinagdo com o intuito
de tratar ou prevenir recorréncia de ICD, destacadamente Saccharomyces boulardii e
Lactobacillus spp. (Toothaker and Elmer, 1984; Kaur et al., 2011; Fitzpatrick, 2013). Apesar dos
estudos mostrarem efeitos positivos, como diminui¢do da inflamacao, diminuicdo do grau de
toxinas detectadas nas fezes e reducéo da secre¢do de fluidos, a eficicia é considerada modesta,
ndo sendo atualmente recomendado pelo IDSA e SHEA (Fitzpatrick, 2013; McDonald et al.,
2018; Mills et al., 2018). Ha um relato da utilizacdo de Lactobacillus spp. em leitGes neonatos em
modelo experimental visando a prevencéo de ICD, entretanto, a administracdo do probidtico ndo
conferiu nenhum beneficio aos animais (Arruda et al., 2016).
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Por fim, a utilizacdo de estirpes NTCD se configura como uma interessante estratégia para a
prevencdo da ICD, uma vez que elas ndo possuem 0s genes responsaveis pela producdo das
toxinas, mas mantém a mesma capacidade de colonizacdo (Sambol et al., 2002). Em estudos
utilizando hamsters, a administracao prévia de estirpes NTCD foi capaz de prevenir a colonizacao
por estirpes toxigénicas e, consequentemente, a ICD (Borriello and Barclay, 1985; Sambol et al.,
2002; Nagaro et al., 2013). A utilizacdo de NTCD tem sido estudada visando a prevencéo da
recorréncia de ICD em humanos e, atualmente, se encontra em estudos clinicos de fase 11, sendo
que a exclusdo competitiva parece ser o principal mecanismo de acdo (Villano et al., 2012;
Gerding et al., 2015, 2018). Em suinos, estirpes NTCD ja foram testadas em duas oportunidades.
Na primeira delas, Songer et al. (2007) identificaram a reducdo da detec¢cdo de toxinas em um
grupo de animais que receberam uma NTCD por via oral. Na segunda oportunidade, Arruda et al.
(2016) ndo relataram reducdo dos sinais clinicos, mas observaram a reducédo de lesdes macro e
microscopicas, sem nenhum efeito colateral evidente em animais que receberam a NTCD. No
Brasil, um estudo preliminar caracterizou cinco estirpes NTCD isoladas de suinos, equinos e caes
quanto ao ribotipo, capacidade de produgdo de esporos in vitro e resisténcia a antimicrobianos
(Oliveira Janior et al., 2016). Dentre elas, a estirpe denominada Z31, isolada a partir de fezes de
um céo saudavel, demonstrou maior capacidade de producdo de esporos, maior potencial
resisténcia aos antimicrobianos, além de ser identificada como ribotipo 009, 0 mais comum dentre
0s ndo toxigénicos no Brasil. Numa etapa posterior, a estirpe Z31 foi capaz de conferir protecdo
total contra a ICD em hamsters desafiados com uma estirpe toxigénica (Oliveira Junior et al.,
2016). Apesar dos resultados positivos, mais estudos sdo necessarios para obter uma melhor
caracterizacao genotipica e fenotipica desta estirpe, bem como avaliar sua eficacia na espécie alvo
e seu possivel uso comercial.

2.13. Considerac6es finais

A ICD é uma doenga importante em seres humanos e animais domésticos, sobretudo em suinos.
Apesar de ndo ser confirmadamente uma zoonose, varios indicios apontam para tal, fazendo com
que seja ainda importante estabelecer medidas de prevencdo e controle eficazes para conter a
doenca em animais. Nesse contexto, a utilizagdo de estirpes NTCD parece ser o caminho mais
promissor a curto prazo para reduzir a ocorréncia da doenga em suinos e diminuir a contaminagdo
das instalagGes animais e produtos de origem animal reduzindo, assim, o risco de contaminagao
dos seres humanos.
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3. CAPITULO 1. SEQUENCIAMENTO GENOMICO COMPLETO DA ESTIRPE
DE Clostridioides (Clostridium) difficile Z31
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G. M. F,; Leal, C. A. G.; Lobato, F. C. F.; Figueiredo, H. C. P.
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Anexo 9.1.1
Resumo

Clostridioides (Clostridium) difficile é uma bactéria formadora de esporos responsavel por
infeccdo nosocomial em humanos. E reconhecida como um importante agente de diarreia e colite
em diversas espécies animais e um possivel agente zoon6tico. Apesar da importancia da infeccao
por C. difficile (ICD) em humanos e animais, nenhuma vacina ou medida de controle para a
doenca estd comercialmente disponivel. Uma possivel alternativa para o tratamento da ICD é o
uso de estirpes ndo toxigénicas de C. difficile (NTCD) como um agente de exclusdo competitiva.
Entretanto, um conhecimento mais aprofundado destas estirpes se faz necesséario para o
desenvolvimento desta proposta. Com isso, o0 objetivo deste trabalho foi realizar o
sequenciamento completo da estirpe NTCD Z31. O genoma foi sequenciado pelo lon Torrent
PGM™, a montagem foi realizada com o auxilio dos programas Mira 4.9.1 software, Newbler
2.9 (Roche, Estados Unidos), SPAdes 3.5.0 e CONTIGuator 2.0. O genoma foi anotado
automaticamente  pelo  programa Prokka 1.10 e depositado no  GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/302266). O genoma da estirpe Z31 € um cromossomo
circular de 4.298.263 pares de base (bp), com 29,21% de conteldo GC codificando 4.128
proteinas e contendo 78 pseudogenes. A estirpe pertence ao ST3, clado 1 e possui cinco regies
fagicas em seu genoma. Genes responsaveis por resisténcia a tetraciclina e eritromicina foram
detectados e, mais importante, a estirpe Z31 também contém genes responsaveis por producédo e
estabilidade dos esporos, adesdo celular, aderéncia intestinal e formacdo de biofilme. Quando
comparado com genomas de outros isolados de C. difficile presentes no GenBank, varias regides
Unicas foram evidenciadas no genoma da Z31. O presente estudo foi o primeiro a realizar o
sequenciamento completo de uma estirpe néo toxigénica de C. difficile e evidenciou que a estirpe
n&o possui 0s genes das toxinas causadores da doencga, mas codifica diversos fatores de viruléncia
gue podem favorecer a coloniza¢do no hospedeiro.

Palavras-chave: Esporulacdo, adesinas, exclusdo competitiva, probiotico
3.1. Introducéo

Clostridioides (Clostridium) difficile foi reconhecido como enteropatégeno em seres humanos no
final da década de 1970, sendo hoje a maior causa de diarreia nosocomial em humanos no mundo
e uma crescente causa de diarreia na comunidade em geral (George et al., 1978; Khan and
Elzouki, 2014; Ogielska et al., 2015; Martin et al., 2016). Em medicina veterinaria, C. difficile
acomete animais domésticos, sinantropicos e espécies silvestres, sendo uma das mais importantes
causas de diarreia neonatal em suinos (Songer and Uzal, 2005; Hopman et al., 2011; Schneeberg
etal., 2013; Silva et al., 2014). Em leitBes, a infeccéo por C. difficile (ICD) ocorre em animais de
1 a7 dias de vida, os quais podem apresentar sinais clinicos como desidratacao e diarreia (Silva
et al., 2013). Entretanto, grande parte dos animais sao acometidos pela forma subclinica da
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doenca, na qual os animais estdo aparentemente higidos, porém, o desenvolvimento corporal é
afetado, causando perdas econémicas para o produtor (Songer and Anderson, 2006, Yaeger et al.,
2007).

Apesar da reconhecida importancia de C. difficile em humanos e animais, nenhuma vacina se
encontra comercialmente disponivel. Estudos tém demonstrado que imundgenos cléssicos e
recombinantes expressando as toxinas A e B sdo capazes de prevenir a ocorréncia ou diminuir a
severidade da ICD em modelos experimentais usando roedores (Bruxelle etal., 2018). Entretanto,
estas vacinas ndo sao capazes de prevenir a eliminagdo fecal do microrganismo, o que é essencial,
haja vista que C. difficile € um patégeno nosocomial (McDonald et al., 2018). Além disso, a
prevencdo da colonizacao de animais domésticos € crucial devido ao potencial risco zoon6tico do
agente (Hensgens et al., 2012). Entre outras alternativas de prevencdo examinadas, 0 uso de
estirpes ndo toxigénicas de C. difficile (NTCD) tem sido avaliado com o intuito de reduzir a
ocorréncia da doenca em humanos e leitdes por meio do mecanismo de exclusdo competitiva
(Songer et al., 2007; Arruda et al., 2016; Gerding et al., 2018). Recentemente, uma estirpe isolada
no Brasil, nomeada Z31, foi capaz de prevenir a ICD em hamsters (Oliveira Junior et al., 2016).

O sequenciamento completo do genoma é um passo importante para a caracterizacdo das estirpes
NTCD, uma vez que auxilia na identificacdo dos fatores de viruléncia desejaveis para conferir o
efeito desejado bem como possiveis riscos na utilizagdo da estirpe. Além disso, é necessario
possuir uma impressao digital genética de uma estirpe NTCD visando sua utilizagdo comercial.
Entretanto, até o0 momento do presente estudo nenhum genoma completo de uma estirpe NTCD
havia sido reportado. Com isso, 0 objetivo deste estudo foi realizar o sequenciamento genémico
completo da estirpe Z31.

3.2.  Material e Métodos
Isolamento e extracdo de DNA

C. difficile Z31, ribotipo 009, uma estirpe ndo toxigénica isolada de um cdo saudavel em 1 de
fevereiro de 2009, na cidade de Belo Horizonte (Brasil), foi selecionada para o sequenciamento.
A escolha desta estirpe foi embasada na capacidade da mesma em prevenir a ICD no modelo de
hamster (Oliveira Junior et al., 2016). Esta estirpe foi plaqueada em agar Mueller Hinton (Oxoid,
Reino Unido) suplementado com 5% de sangue e 0,1% de taurocolato de s6dio (Sigma-Aldrich,
EUA) (AST) a 37 °C sob condigdes de anaerobiose por 48 a 72 h. A identidade da estirpe foi
confirmada através da identificacdo do gene tpi de acordo com PCR previamente descrita (Silva
et al., 2011). Uma coldnia pura da estirpe foi submetida a uma fotomicrografia eletrénica em
microscopio eletrdnico de transmissdo (JEM-2100, JEOL, Brasil).

O DNA gendmico foi extraido com Maxwell 16® Research Instrument (Promega, EUA)
combinado com lisozima (10 mg/mL) e proteinase K (20 mg/mL). Resumidamente, as células
bacterianas foram incubadas overnight em solucéo de lisozima (10 mg/mL) a 37 °C. A proteinase
K foi adicionada e a mistura foi incubada a 56 °C durante 30 minutos. De acordo com as instrucdes
do fabricante: (I) as amostras foram lisadas na presenca de um agente caotrépico e um detergente;
(1) os acidos nucléicos se ligaram a particulas magnéticas de silica; (I11) as particulas ligadas
foram lavadas, para isola-los de outros componentes celulares; e (V) os acidos nucleicos foram
eluidos para sequenciamento. O DNA extraido foi armazenado a —80 °C até a analise.
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Sequenciamento e montagem do genoma

O genoma foi sequenciado pelo Ton Torrent PGM™, utilizando um Kit de sequenciamento mate-
pair com um tamanho de inserto de 3 kbp (cobertura aproximada de 144 vezes) e com um
sequenciamento de fragmentos de 400 pb (cobertura aproximada de 318 vezes). A qualidade dos
dados iniciais foram analisados com 0 programa FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc) e a sequéncia foi montada com o
Mira 4.9.1 software (Chevreux et al., 1999) e o Newbler 2.9 (Roche, EUA) para a biblioteca de
fragmentos e com o0 SPAdes 3.5.0 (Nurk et al., 2013) para a biblioteca de mate-pair. Os grandes
contigs obtidos com o Newbler e Mira foram inseridos, como trusted-contigs, no SPAdes. Foram
obtidos 20 scaffolds, com um valor de N50 de 698.574 pb, e o maior scaffold tinha um tamanho
de comprimento de 1.691.449 pb. O preenchimento de gaps foi realizado com CLC Genomics
Workbench 7 (Qiagen, EUA), ap0s a construcdo de um super scaffold com o CONTIGuator 2.0
(Galardini et al., 2011), usando e estirpe de C. difficile CD196 (GenBank: NC_013315.1) como
referéncia. Os gaps nas regides do operon rRNA foram preenchidas por mapeamento em
consenso com a referéncia, e os intervalos restantes foram mapeados recursivamente, utilizando
os dados brutos nos flancos dos gaps, repetindo vérias vezes até que uma sobreposi¢do fosse
encontrada.

Anotacéo gendmica

O genoma foi anotado automaticamente com o Prokka 1.10 software (Rapid Bacterial Genome
Annotation) (Seemann, 2014), com os pardmetros padrdo e bancos de dados alinhados na ordem:
TrEMBL Uniprot contendo apenas proteinas de Clostridium spp. seguido de banco de dados
RefSeq. O genoma foi submetido a curadoria manual em todas as supostas frameshifts utilizando
o software Artemis (Rutherford et al., 2000), com base na cobertura visualizada com o software
CLC Genomics Workbench 7, com viés de montagem corrigido. Genes codificadores de
peptideos sinalizadores foram identificados com o software SignalP 4.0 (Petersen et al., 2011),
seguido pela identificacdo de genes de proteinas com hélices transmembrana com Tmhmm 2.0
(Sonnhammer et al., 1998) e genes de proteinas dominios Pfam com PfamScan (Mistry et al.,
2007). Estas trés ferramentas foram usadas em seus parametros padrao.

Controle de qualidade e arvore filogenética

O DNA gendmico foi extraido de um isolado bacteriano puro e confirmado com sequenciamento
do gene 16S rRNA. Um alinhamento foi construido com regides da sequéncia do 16S rRNA nos
scaffolds  montados com  auxilio do  software Barrnap  (disponivel em
https://github.com/tseemann/barrnap), e os genes 16S rRNA de genomas disponiveis no
GenBank. Uma arvore filogenética foi construida a partir deste alinhamento pelo método
Neighbor-joining, usando o CLC Genomic Workbench 7.0.

Multilocus Sequence Typing (MLST) e PCR insilico

O MLST foi realizado com auxilio do PubMLST (disponivel em: http://pubmist.org/cdifficile/)
usando a sequéncia completa do genoma. O software jPCR foi utilizado para realizagdo da PCR
in silico para genes relacionados as toxinas (tabela 1), fatores de viruléncia (tabela 2) e resisténcia
antimicrobiana (tabela 3).
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Tabela 1. Iniciadores utilizados para a pesquisa de toxinas na estirpe Z31 de C. difficile pela

técnica de PCR in silico.

Gene Atribuicdo  Iniciadores Referéncia
tcdA Toxina A tcdA-F3345 - GCATGATAAGGCAACTTCAGTGGTA  Persson et al.,
tcdA-R3969 - AGTTCCTCCTGCTCCATCAAATG 2008
tcdB Toxina B tcdB-F5670 - Persson et al.,
CCAAARTGGAGTGTTACAAACAGGTG 2008
tcdB-R6079A -
GCATTTCTCCATTCTCAGCAAAGTA
tcdB-R6079B - GCATTTCTCCGTTTTCAGCAAAGTA
tcdC Regulador  tcdC-F(-17) - AAAAGGGAGATTGTATTATGTTTTC  Persson et al.,
negativo tcdC-R(+462) - 2008
CAATAACTTGAATAACCTTACCTTCA
cdtA Toxina cdtA-F739A - Persson et al.,
CdtA GGGAAGCACTATATTAAAGCAGAAGC 2008
cdtA-F739B -
GGGAAACATTATATTAAAGCAGAAGC
cdtA-R958 - CTGGGTTAGGATTATTTACTGGACCA
cdtB Toxina ctdB-F617 - TTGACCCAAAGTTGATGTCTGATTG Persson et al.,
CdtB cdtB-R878 - CGGATCTCTTGCTTCAGTCTTTATAG 2008

Tabela 2. Iniciadores utilizados para a pesquisa de fatores de viruléncia ndo-toxinas na estirpe
Z31 de C. difficile pela técnica de PCR in silico.

Gene Atribuicéo Iniciadores Referéncia
COtA Formagdo do  CotA-clostron-F - Permpoonpattana
esporo TTCCTCCTACGATAGACCTTGG etal., 2013
CotA-clostron-R - GCAATCATCACAATCGCAGT
cotB Proteinasdo  CotB-clostron-F - Permpoonpattana
esporo CAGGGATAGAAATAAACAAAAAC etal., 2013
CotB-clostron-R -
GGGGTCTAGTAATCCTCTCATA
cotCB Proteinasdo  CotC-clostron-F - TAACATAAGACAAGCAGACC  Permpoonpattana
esporo CotC-clostron-R - ATCGCCAAAGACATTA etal., 2013
cotD Proteinasdo  CotD-clostron-F - CCCGTAACCGATTTACATGA Permpoonpattana
esporo CotD-clostron-R - CCCGTAACCGATTTACATGA  etal., 2013
sodA Superéxido Foward - TATSCWTATGATGCWYTWGARCC Lemee et al., 2004
dismutase Reverse - TARTAAGCATGYTCCCAAACATC
spo0A  Esporulacdo/ CDSpoOA_For - Underwood et al.,
ativacdo de  TTAATGGGGGGAGGATCCATGGAAAAAATCA 2009
fatores de AA
viruléncia CDSpo0OA_Rev -
TTACTTTTTATGCTCGAGTCATTTAACCATAC
T
slpA Adesina SIpAF - 5'-ATGTTGGGAGGAATTTAAGAAATG- Merrigan et al.,
3’ 2013
SIpAR - 5'-ACCTCCACCAGTTTTCATCTCTGC-3’
fbp68 Adesina Forward - TTAGCATAAGTAGAGTTCGTCAAG Lemee et al., 2004
Reverse - GTCTATCAAGCTTAACAGATATACTC
cwp66 Adesina cwp66-1- AGCAGTGGGTGTATTAGC Savariau-

cwp66-R1 - AATCCATCATCTGTAGCG
cwp66-NB1 - CTCAAATTGGTGGCTTAGG
cwp66-NBR1- ATGGCTCTTCATCTGTGGG

Lacomme et al.,
2003
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cwp66-ATG - CGAAAGAATTAGGAGGTAAGA
cwp66-TAA - TATGTATGTAATGATTGATTTGC

cwp84 Cisteina orfE-ATG - GGGGTAAACATGAGAAAG Savariau-
protease cwp84-TAA - GGAACTCCATTTACTACTG Lacomme et al.,
2003
fliC Flagelina Forward - Lemeeetal., 2004

ATGAGAGTTAATACAAATGTAAGTGC
Reverse - CTATCCTAATAATTGTAAAACTCC
fliD Flagelina Forward - ATGTCAAGTATAAGTCCAGTAAG Lemee et al., 2004

Reverse - TTCAACAAAASCTCTTAAYTCATC

groEL Adesina Forward - ATACTGAATTAGATGCTGTTGAAG Lemee et al., 2004
Reverse - TCTGAAGTAGTTTGCTCTACTTG

cwpV Adesina NF1096 - Emerson et al,
CCGGAATTCAAATGGACAAGGGGGAAGAAA 2009
ATAAAATG
NF1097 -
CGCGGATCCCCAATACTAGTATTATCAAGAA
AATTTACATC

Tabela 3. Iniciadores utilizados para a pesquisa de genes de resisténcia a antimicrobianos na
estirpe Z31 de C. difficile pela técnica de PCR in silico.

Gene Antimicrobiano Iniciadores Referéncia

tetM Tetraciclina TETMf - TGGAATTGATTTATCAACGG Spigaglia et al.,
TETMr - TTCCAACCATACAATCCTTG 2007

tetK Tetraciclina tet(K)F - TCGATAGGAACAGCAGTA Spigaglia et al.,
tet(K) R - GTCGTCTAGGATGAGGAA 2006

tetP Tetraciclina tetA(P)F - CTTGGATTGCGGAAGAAGAG Spigaglia et al.,
tet(A)R - TATACGGGTAAATTGGTGCG 2006

tetw Tetraciclina tet(W)F:AGTCTGTTCGGGATAAGCTCTCC  Spigaglia et al.,
GCCG 2006
tet(W)R:GTAGAGACACTAAAAGTCGAAA
AGAGAGGG

tet(32)  Tetraciclina tet(32)F - GAACCAGATGCTGCTCTT Spigaglia et al.,
tet(32)R - GTATCGGTGCGGGTGTACTA 2006

tet(36)  Tetraciclina Tetm(36)F - ATGTCCTGCAACAACTAGAA  Spigaglia et al.,
Tetm (36)R - GAAGTTATGGTTACGGTATG 2006

ermB Eritromicina E5 - CTCAAAACTTTTTAACGAGTG Spigaglia et al.,
E6 - CCTCCCGTTAAATAATAGATA 2007

ermA Eritromicina F - GAAAAACCCTAAAGACACGCAAAA Patterson et al.,
R - AGTGACATTTGCATGCTTCAAAG 2007

ermC Eritromicina F- TATTAAATAATTTATAGCTATTGAAAA Patterson et al.,,
R- TGAACATGATAATATCTTTGAAAT 2007

ermD Eritromicina F- GCTTTGACAACTGTGCTAAGTCAAAA Patterson et al.,
R- GGCCATTTGTGATGCATTACATA 2007

ermE Eritromicina F- GCAGCACCCCAACCAGAA Patterson et al.,
R- GGTACTTGCGCAGAAGCGA 2007

ermF Eritromicina F- TCGTTTTACGGGTCAGCACTT Patterson et al.,
R- AACTTCCAGCATTTCCAAAAAACA 2007

ermG Eritromicina F: TCACATAGAAAAAATAATGAATTGCAT Patterson et al.,,
AAG 2007
R:CGATACAAATTGTTCGAAACTAATATT
GT
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ermQ Eritromicina F- AAGTTATTGGGTTACAGCTA Patterson et al.,
R- CACCTCCTAATTTAAATCTACTA 2007

ermV Eritromicina F- CGCCGGACAGCTCGC Patterson et al.,
R- TCCCCCACCAGGACGTC 2007

ermxX Eritromicina F- CGTCACGAGCATGGCCA Patterson et al.,
R- CGAGCGCAACCATGATTATGT 2007

erm- Eritromicina F:ACGCGTTATATTGATAAAAATAATAAT  Peltier et al., 2013

ram AGTGGG
R:ACGCGTGCGACTCATAGAATTATTTCC
TCCCG

bcrA Bacitracina bcrA CP-F- Charlebois et al.,
GGCAATACCAAGCCGTTGCTTCAT 2012
bcrA_CP-R-
TTACGAAGCGATACGGAACAGCCA

bcrB Bacitracina bcrB_CP-F- Charlebois et al.,
ATAGGTGGCTGTCCACGGATACAA 2012
bcrB_CP-R-
CGTTTGTGGGCTATATGACGCTGT

bcrD Bacitracina bcrD_CP-F- Charlebois et al.,
TGCTGCCACTCGTGAAACTCCTAT 2012
bcrD_CP-R-
TTCTCGTTGTGGTTCAAGGTTGCG

bcrR Bacitracina bcrR_CP-F- Charlebois et al.,
AAGGGCGGTTACATAGGGTTGTCT 2012
bcrR_CP-R-
ATGTCTGCTATCGGGCGAAGAACT

gyrA Fluorquinolona Cdga- V TTTAAAGCCAGTTCATAG Spigaglia et al.,
CdgaR- GAACCAAAGTTACCATG 2010

gyrB Fluorquinolona gyrBf- AGTTGATGAACTGGGGTCTT Spigaglia et al.,
gyrBr- TCAAAATCTTCTCCAATACCA 2010

Codon  Fluorquinolona gyrA-FL1- CTCATGGAGATACTGCTGTT Spigaglia et al.,

82 of gyrA-LC1 LCRed705- 2010

gyrA ATTATGCTATGGTAAGAATGGCP

Codon  Fluorquinolona gyrB-FL1- TTAGTCGAAGGGGATTCAGFL  Spigaglia et al.,

426 of gyrB-LC1LCRed640 - 2010

gyrB GGAGGTTCAGCTAAACAAGGTP

cfr Linezolida cfr-Cd-ex-F: -TCCTCTACGGCAAACAAACC Marinetal., 2015
cfr-Cd-ex-R-GCTCCACTTGAGTGATGCCTA

cfr Linezolida cfr-Cd-F- Marin et al., 2015
TGAAATATAAAGCTGGTTGGGAGTCA
cfr-Cd-R-
TCCATACAATTGACCGCAAGCAGC

rplC Linezolida L3-CdF- Marin et al., 2015
AAAAGTTGGTATGACTCAAATATTCAC
L3-CdR-
AGTTACTACTGAACCTTTAGCTCCTG

rplD Linezolida L4-CdF-GGAGGAATAACAATGCCAAAA Marin et al., 2015
L4-CdR-ATGCGTACACCTCCTCCACT

vanT Vancomicina F- CTATTGGCTATGCCGATGGT Peltier et al., 2013
R- CGACCCACTATTGCTGCTCTAC

vanXY  Vancomicina F- CTCTGCGTGACAATGGAAAA Peltier et al., 2013

R- AGCAAGCCCTGTCTGATGTT
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vanG Vancomicina F- TGTGCGTGCAGGTTCATCATT Peltier et al., 2013
R- TGCACACCCTACCTCAAAACCA

vanG Vancomicina F- GATGGAACAGTGCAGGGG Peltier et al., 2013

mut R- GGTACTTTAATACCTTCTGAATGAAC

vanS Vancomicina F- TGGATAAGGCAGAGCGTCTTG Ammam et al.,
R- CGCTCAAGTTTTTCCTCTGGA 2013

Andlise de similaridade e &rvore filogendmica

O genoma da estirpe Z31 bem como os demais 11 genomas completos de C. difficile disponiveis
no GenBank foram selecionados para realizar uma anélise de similaridade com o software
Gegenees (Agren et al., 2012) com fragmentagcdo de sequéncia com 500 nucleotideos de
comprimento e um limiar de 30%. Além disso, dois genomas completos de espécies do género
Clostridium foram incluidos como um grupo externo. Uma matriz de similaridade foi utilizada
para gerar o heatplot e um formato “.nexus” para analise filogenémica.

3.3. Resultados e discussao

Os cultivos foram confirmados como ndo toxigénicos através de uma PCR previamente
padronizada (Silva et al., 2011) e uma fotomicrografia eletrdnica de um dos cultivos pode ser
encontrada na figura 3. Todos os dados de sequenciamento bruto foram mapeados no genoma
final e a auséncia de contaminacdo com outros genomas foi confirmada pela cobertura e pelo
baixo nimero de reads ndo mapeados. Na arvore filogenética de sequéncias de 16S rRNA, a
linhagem Z31 foi posicionada entre outras estirpes de C. difficile (Figura 4).

O genoma da estirpe Z31 é composto por um cromossomo circular de 4.298.263 pb, comprimento
similar aos demais genomas descritos de C. difficile, os quais possuem ente 4,0 e 4,4 Mpb (He et
al., 2010). O contetdo do GC é de 29,21% e o genoma possui 4128 regides de codificacdo
(Coding Sequence - CDSs) e 78 pseudogenes, sendo a estirpe de maior percentual GC e maior
nimero de proteinas codificadas dentre as sequenciadas. Este vasto potencial de producdo de
proteinas pode fornecer uma versatilidade metabdlica para a estirpe em relacdo as demais (Riedel
et al., 2017). Em adicdo, o genoma codifica 29 RNA mensageiros (rRNA), um RNA
transferéncia-mensageiro (tmRNA) e 58 RNA transportadores tRNA. A tabela 4 resume os 3.809
genes em que foi possivel realizar a predi¢do de func@es, as quais estdo descritas de acordo com
as categorias funcionais definidas pelo agrupamento de grupos ortélogos (COG). Um total de
3.324 genes foram preditos para codificar proteinas com dominios Pfam, enquanto 166 codificam
peptideos sinalizadores, ao passo que 1.011 podem produzir proteinas com hélices
transmembrana. N&o foram encontradas RepeticGes Palindromicas Curtas Agrupadas e
Regularmente Interespagadas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats —
CRISPR).
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Figura 3. Fotomicrografia eletrénica de transmissao da estirpe ndo toxigénica de C. difficile Z31.

« Clostridium bifermentans ATCC638

* Clostridium sordellii AIP166.08
« C. difficile M120

.2 C. difficile ATCC9689_DSM12096
« C. difficile BI9
+ C. difficile Z31
C. difficile CD630DERM
" C. difficile CF5
.. 1 C. difficile CD630
"% C. difficile BJO8
1 C. difficile CD196
s ¢ difficile 5.3
+ C. difficile BI1
0,012 « C. difficile 2007855

Figura 4. Arvore filogenética da estirpe Z31 de C. difficile representando sua posicéo relativa no
género Clostridioides baseado em sequéncias de 16S rRNA. O método estatistico utilizado foi a
maximum likehood e o nimero de bootstrap foi de 1000. Assim, os valores proximos aos nos
representam a percentagem do namero de vezes, em 1000 repeti¢des, em que esse clado foi
formado.
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Tabela 4. NUmero de genes associados as categorias funcionais gerais de acordo com o
agrupamento de grupos ortélogos (COG)
Cadigo NUmero Proporcdo de Descrigdo

de genes’  genes (%)?

Processos celulares e sinalizacio

D 68 1,62 Controle do ciclo celular, divisdo celular, particdo dos
Cromossomos

M 208 4,95 Parede celular, biogénese da membrana

N 79 1,88 Motilidade celular

O 111 2,64 Modificacdo pos-translacional, renovacdo proteica,
chaperonas

T 327 7,77 Mecanismos sinalizadores de transducéo

V 134 3,18 Mecanismos de defesa

Armazenamento e processamento de informactes

A 0 0,00 Processamento e modificacdo de RNA

B 1 0,02 Replicacao, recombinacéo e reparo

J 238 5,66 Translacdo, biogénese e estrutura ribossomal

K 479 11,39 Transcri¢do

L 184 4,37 Replicacao, recombinacéo e reparo

Metabolismo

C 219 5,21 Producdo de energia e conversao

E 321 7,63 Transporte e metabolismo de aminoacidos

F 93 2,21 Transporte e metabolismo de nucleotideos

G 310 7,37 Transporte e metabolismo de carboidratos

H 147 3,50 Transporte e metabolismo de coenzimas

I 89 2,11 Transporte e metabolismo de lipideos

P 168 3,99 Transporte e metabolismo de ions inorganicos

Q 57 1,36 Biossintese de metabdlitos secundarios, transporte e
catabolismo

Pouco caracterizada

R 345 8,20 Apenas previsdo geral de funcéo

S 251 5,97 Funcdo desconhecida

- 2 0,05 Né&o presente no COG.

. O ntimero total ndo corresponde a quantidade final de CDSs para cada genoma, pois alguns genes sdo
associados a mais de uma categoria funcional.
2. A porcentagem é baseada na quantidade final de genes codificadores de proteinas no genoma anotado.

Quando o genoma da estirpe Z31 foi comparado com o genoma de onze estirpes de C. difficile
depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) foi demonstrada alta
semelhanca entre eles (95,50 * 2,68%), sendo a maior semelhanga encontrada com a estirpe C.
difficile 5.3 (97,45%), a Unica ndo toxigénica entre as demais (Figura 5). Apesar disso, a estirpe
Z31 possui 12 ilhas genémicas unicas (Figura 6). C. difficile é considerado um microrganismo
com baixas taxas de conservagdo genética e essas regides Unicas podem ser responsaveis pela
codificacdo de proteinas exclusivas desta estirpe, 0 que poderia garantir vantagens para a estirpe
Z31 em termos de colonizagdo (Scaria et al., 2010; Cabal et al., 2018).
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Figura 5. Heatplot de similaridade entre a estirpe Z31 de C. difficile e as demais estirpes
depositadas no GenBank realizada pelo programa Gegenees (Agren et al., 2012).

Quiatro destas ilhas foram identificadas como possiveis regides fagicas pelo PHAST (Zhou et al.,
2011) e uma breve descrigao destes fagos € dada na tabela 5. C. difficile é infectado por diversos
fagos, entre eles 0 ®CD119 e o ¢C2, encontrados na estirpe Z31, ambos lisogénicos da familia
Myoviridae (Hargreaves and Clokie, 2014). O fago ¢C2 ja foi relacionado a transferéncia do gene
de resisténcia a antibioticos ermB (Mullany et al., 2015). J& ®CD119 codifica a proteina RepR, a
qual reduz a producéo das toxinas TcdA e TcdB ao se ligar e bloquear a regido promotora tcdR
(Govind et al., 2009).

Tabela 5. Sumario de fagos preditos pelo PHAST em relagdo a comprimento, componentes e
conteudo GC.

Numero Comprimento  Situacéo Nome Componentes Contelido
(kpb) comum GC (%)
Fago 1 93,6 Intacto Clostr_phi_  Integrase, terminase, 28,9
CD119 proteina de entrada,
cabeca, capsideo, cauda,
lisina, base e
protease.
Fago 2 24,1 Incompleto Clostr_phi_  Cauda, lisina e base. 27,9
CD119
Fago 3 63,6 Intacto Clostr_phiC Integrase, terminase, 28,6
2 proteina de entrada,
cabeca, capsideo, cauda,
lisina.
Fago 4 138,1 Intacto Bacill_G Protease, recombinase, 35,7
cauda, transposase,
integrasse, cabeca,

capsideo, proteina de
entrada e terminasse.
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Figura 6. Mapa circular grafico do genoma de Clostridioides difficile Z31. De fora para o dentro:
regides de fagos previstas pelo PHAST; RNAs; CDS na cadeia reverse; CDSs na cadeia forward;
Blastn com as estirpes BI19, BJ08, ATCC9689/DSM1296, BI1, 2007855, M120, CF5, CD196,
CD630DERM, CD630, Cd5.3; variacdo de GC (GC skew); contetdo do GC (GC Content) e
genoma da estirpe Z31. As regides destacadas em vermelho representam as regides Unicas
encontradas no genoma da estirpe Z31 em relacdo as demais.

A partir do sequenciamento completo do genoma, foi possivel tipificar a estirpe pela técnica de
MLST (Griffiths et al., 2010). Os loci da estirpe Z31 foram tipificados pelo MLST como adk 1,
atpA 1, dxr 2, glyA 1, recA 1, sodA 1, e tpi 1, que a classificaram como ST3, no clado 1. Esse
resultado corrobora um trabalho anterior que relatou que as estirpes do ribotipo 009 sdo
comumente classificadas como ST3 (Dingle et al., 2011). Além da Z31, apenas as estirpes C.
difficile ATCC9689/DSM1296 e C. difficile BI9, foram identificadas como ST3 dentre aquelas
que possuem genoma completo ou quase completo (p. ex. um scaffold) e ambas séo toxigénicas,
ao contrario da estirpe Z31. Ja a estirpe C. difficile 5.3, ribotipo 010, descrita como ndo toxigénica
por Darling et al., (2014) pertence ao ST15, clade 1, de forma que nenhuma estirpe com genoma
depositado no GenBank possuia similaridade com a Z31.

Embora a estirpe Z31 seja ndo toxigénica, a figura 7 demonstra que ela se encontra num clado

parafilético com a estirpe ATCC9689, uma reconhecida estirpe toxigénica, sugerindo uma
derivac&o evolutiva de um mesmo organismo. Ha de se ressaltar que durante o processo evolutivo,
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ocorreram eventos de mobilizacdo do PalLoc através de recombinacdo homologa, o que torna
razoavel supor que o comportamento ndo toxigénico da estirpe Z31 seja ocasionado pela perda
dos genes das toxinas (Dingle et al., 2014).

Clostridium bifermentans ATCC638’
Clostridium sordellii AIP166.08

C. difficile M120
C. difficile BJO8

C. difficile CF5

C. difficile BI1
—* C. difficile 2007855
C. difficilte CD196

C. difficile ATCC9689’
C. difficile BI9
C. difficite CD630
C. difficite CD630_DERM

C. difficile 5.3
0.01 C. difficile Z31

Figura 7. Analise filogendmica entre a estirpe Z31 e as demais estirpes depositadas no GenBank
realizada pelo programa Gegenees a partir de fragmentacdo de sequéncia com comprimento de
500 nucleotideos.

Apbs a montagem do genoma, preenchimento dos gaps e anotacdo, foi realizada uma PCR in
silico para pesquisa de genes relacionados aos fatores de viruléncia e resisténcia a
antimicrobianos. Considerando a perspectiva de usar a estirpe Z31 para prevenir a ICD por
exclusdo competitiva, alguns fatores de viruléncia ndo-toxina sdo desejaveis, predominantemente
os fatores responsaveis pela producéo e estabilidade de esporos e aqueles que promovem fixagédo
celular e colonizagdo do hospedeiro. A estirpe Z31 é positiva para a proteina de camada
superficial (SIpA) e para Cwp84. A proteina SIpA é considerada a principal responsavel pela
aderéncia intestinal de C. difficile e a Cwp84, uma cisteina protease, promove a clivagem desta
proteina, o que permite sua funcionalidade (Merrigan et al., 2013; Awad et al., 2014). Outras
proteinas descritas como importantes no processo de aderéncia também foram encontradas,
nomeadamente GroEL, Cwp66 e a proteina ligadora de fibronectina (Fbp68) (Hennequin et al.,
2001; Waligora et al., 2001; Lin et al., 2011; Merrigan et al., 2013; Awad et al., 2014). A estirpe
Z31 também foi positiva para genes que codificam as proteinas flagelares FliC e FIiD, que
desempenham papéis na colonizacdo e adesdo da Z31 in vivo e sdo essenciais em estagios
posteriores da formagéo de biofilme (Dingle et al., 2011b; Baban et al., 2013; Bapa et al., 2013).
Estes fatores encontrados na estirpe Z31 envolvidos com o processo de adesdo celular séo
extremamente importantes, ja que as estirpes NTCD precisam colonizar os sitios disponiveis e
competir com as estirpes toxigénicas.
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O gene que codifica o principal regulador da esporulacdo em C. difficile, spoOA, foi detectado na
estirpe Z31. A auséncia ou deficiéncia de SpoOA pode comprometer ou prejudicar o processo de
esporulacdo (Mackin et al., 2013; Awad et al., 2014). Genes codificadores de cinco proteinas de
revestimento de esporos (cotA, cotB, cotC, cotD e sodA) também foram detectados. A proteina
cotA é a mais importante proteina na estabilizacdo do revestimento de esporos e garante a
integridade desta estrutura (Permpoonpattana et al., 2013). A formacdo de esporos estaveis
também é uma caracteristica importante para uma estirpe NTCD candidata a prevencdo da
doenca, uma vez que bactérias precisam passar pelo estdmago para poder colonizar o c6lon
(Sambol et al., 2002). As células vegetativas sao sensiveis ao baixo pH, por outro lado, os esporos
resistem a essas condicBes, permitindo que um grande nimero de particulas vidveis alcance o
colon (Jump et al., 2007).

Genes responsaveis pela resisténcia a tetraciclina (tetM) e eritromicina (ermG) também foram
detectados na Z31, os quais sdo relativamente comuns em estirpes C. difficile, sobretudo em
isolados de suinos (Patterson et al., 2007; Spigaglia et al., 2008; Fry et al., 2012; Spigaglia, 2016).
Considerando que a estirpe Z31 tera que competir com estirpes resistentes a antimicrobianos e
que o uso de drogas principalmente a base de tetraciclinas sdo comuns suinocultura, a presenca
destes genes pode auxiliar na competicdo com estirpes toxigénicas (Fry et al., 2012). Em
contraste, nenhum dos genes que codificam proteinas diretamente ligados a producao de toxinas
foram detectados (tcdA, tcdB, tcdC, cdtA ou cdtB) (Persson et al., 2008), confirmando a auséncia
do locus de patogenicidade (PaLoc), que é essencial para o estabelecimento da ICD (Dingle et
al., 2014).

3.4. Concluséo

O sequenciamento completo do genoma da estirpe Z31 demonstrou auséncia dos genes
responsaveis pelas toxinas e presenga de genes importantes para colonizagdo e produgdo de
esporos, o que favoreceria sua utilizagdo como possivel método preventivo de ICD.
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4. CAPITULO 2: AVALIACAO DA ESTIRPE NAO TOXIGENICA DE
Clostridioides (Clostridium) difficile Z31 PARA PREVENCAO DA INFECCAO
POR C. difficile (ICD) EM MODELO EXPERIMENTAL SUINO
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The non-toxigenic strain of Clostridioides difficile Z31 can prevent infection by C.
difficile in experimental model piglets
Oliveira Junior, C. A.; Silva, R. O. S.; Cruz, D. S. G.; Pires, I. H.; Guedes, R. M. C.;
Lobato, F. C. F.
Anexo09.1.2

Resumo

A infecgdo por Clostridioides (Clostridium) difficile (ICD) é uma importante causa de infec¢do
nosocomial em humanos e de diarreia neonatal em suinos. A falta de uma medida preventiva
eficaz é um grande desafio atual para o controle da doenga em humanos e animais. Uma estratégia
preventiva que tem demonstrado resultados promissores é a administragdo oral de estirpes ndo
toxigénicas de C. difficile (NTCD), que conferem protecdo contra estirpes toxigénicas
provavelmente pelo mecanismo de exclusdo competitiva. Recentemente, a Z31, uma estirpe
NTCD isolada de um cdo saudavel, mostrou resultados promissores para prevenir o ICD em
hamsters. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade da estirpe Z31
em prevenir a ICD em leitdes utilizando um modelo experimental. Vinte leitdes neonatos foram
distribuidos aleatoriamente em trés grupos: G1 (tratado) — 1 x 106 esporos de Z31 seguidos por 1
x 107 esporos de uma estirpe toxigénica de C. difficile (n = 7), G2 (controle positivo) — 1 x 107
esporos de uma estirpe toxigénica de C. difficile (n = 7) e G3 (controle negativo) - sem in6culo
bioldgico (n = 6). Todos os animais foram mantidos em isoladores individuais e observados por
60 horas. Dados referentes a sinais clinicos, lesdes macro e microscépicas, cultura toxigénica de
C. difficile e deteccdo de toxinas A/B nas fezes foram avaliados. Todos os parametros avaliados
foram significativamente menores nos animais que receberam a Z31 em comparacao ao controle
positivo. Dessa forma, conclui-se que a administracdo oral de Z31 foi capaz de prevenir a ICD
em leitdes em um modelo experimental.

Palavras-chave: diarreia neonatal, Clostridium difficile, probi6tico
4.1. Introducéo

Clostridioides (anteriormente Clostridium) difficile é o principal agente infeccioso responsavel
por diarreia nosocomial associada a antibiéticos em humanos (Curry, 2017). Em animais, C.
difficile é reconhecido como enteropatégeno de diversas espécies, incluindo suinos, em que é
conhecido como uma importante causa de diarreia neonatal em todo o mundo (Songer and
Anderson, 2006; Cruz Junior et al., 2013). Além disso, estudos recentes mostraram semelhancas
substanciais entre isolados de C. difficile humano e suino, sugerindo possivel transmissdo
zoonotica e tornando a prevencgdo desta doenga em animais uma prioridade (Hensgens et al., 2012;
Squire and Riley, 2013).

Apesar da importancia de C. difficile como enteropatégeno suino e do seu possivel carater
zoondtico, o controle da infec¢édo por C. difficile (ICD) em suinocultura baseia-se principalmente
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em medidas de biosseguranca e manejo geral (Alvarez-Perez et al., 2009; Silva et al., 2013a;
Moono et al., 2016). Para mudar esse cenario, estudos tém focado em possiveis estratégias
preventivas, incluindo anticorpos monoclonais, vacinas e probioticos (Steele et al., 2013; Arruda
et al., 2016; Kociolek and Gerding, 2016; Bruxelle et al., 2018). No entanto, ainda ndo ha um
método comercial especifico para a prevengdo da ICD em suinos. Entre as estratégias estudadas,
a administragdo de estirpes ndo toxigénicas de C. difficile (NTCD) estd emergindo como um
método promissor para a prevencdo da colonizacdo intestinal por estirpes toxigénicas de C.
difficile e, consequentemente, da doenca (Songer et al., 2007; Gerding et al., 2018). Nos Gltimos
anos, a Z31, uma estirpe NTCD isolada de um céo saudavel, tem sido avaliada visando a sua
possivel utilizacdo como produto para prevenir a ICD em suinos. O sequenciamento completo do
genoma da estirpe Z31 demonstrou que ela possui atributos genéticos para colonizar o trato
gastrointestinal (Pereira et al., 2016) e a sua utilizagdo em hamsters foi eficiente para prevenir a
ICD (Oliveira Junior et al., 2016). Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade da
estirpe Z31 em prevenir a ICD em leitBes utilizando um modelo experimental suino.

4.2, Material e métodos
Estirpes

A estirpe Z31 foi isolada de um cdo saudavel em Belo Horizonte (Brasil), em fevereiro de 2009
(Silva et al., 2013b). Ela foi previamente classificada como ribotipo (RT) 009 e sequence type
(ST) 3 por Multilocus Sequence Typing (MLST) (Griffiths et al., 2010; Silva et al., 2015; Pereira
et al., 2016). O sequenciamento completo do genoma demonstrou que a Z31 ndo possui 0s genes
das toxinas (tcdA, tcdB, cdtA e cdtB) e alberga genes de viruléncia relacionados a colonizagéo
intestinal (sIpA, cwp84, groEL e cwp66), formacao de biofilme (fliC e fliD) e esporulagéo (spo0A,
COtA, cotB, cotC e cotD) (Pereira et al., 2016). Em um modelo de hamster, a Z31 preveniu a ICD
em 100% dos animais expostos (Oliveira Junior et al., 2016). A estirpe toxigénica usada no
desafio de leitGes no presente estudo, denominada 283, é positiva para tcdA e tcdB, mas negativa
para genes codificadores de toxina binaria (cdtA e cdtB). Esta estirpe foi isolada em 2014 de um
leitdo com ICD em Belo Horizonte (Brasil) e foi classificada como RT 014/020 (ST 14).

A solucdo de esporos de C. difficile foi produzida em Caldo Infusdo Cérebro Coracdo (BHI,
Oxoid, Reino Unido) de acordo com um método previamente descrito com algumas adaptacées
(YYang et al., 2009). Resumidamente, foram realizados dois passos de pré-inoculagdo; cada etapa
continha 10% do volume total do in6culo seguinte e foi incubada por 24 h sob condigdes
anaerdbicas. O cultivo final foi realizado em frascos contendo 50 mL de BHI, os quais foram
incubados em condicdes de anaerobiose por 120 h, e em seguida, em aerobiose por 120 h. Apds
este periodo, a solugdo foi centrifugada (3000 x G, 30 min, 4 °C) (Hettich, Alemanha), o
sedimento foi diluido em solugdo salina (0,9%) (1:2) e o procedimento foi repetido oito vezes. A
solucéo foi entdo submetida a um tratamento térmico (20 min, 70 °C) para eliminar as células
vegetativas (Zidaric and Rupnik, 2016). Para a quantificacdo de esporos viaveis, os lotes foram
homogeneizados, realizou-se diluicdo seriada em solucéo salina, plaqgueamento em agar Mueller
Hinton (Oxoid, Reino Unido) suplementado com 5% de sangue equino e 0,1% de taurocolato de
sodio (Sigma-Aldrich, EUA) (AST), seguido de incubacdo sob condi¢des de anaerobiose durante
48 h. Apos determinacdo da concentracdo de esporos, as solugdes foram diluidas em solucgdo
salina até alcancarem as concentracfes de uso, aliquotadas e mantidas resfriadas até 0 momento
do uso. As aliquotas foram submetidas a teste de pureza, de forma que 50 pL. foram inoculados
em caldo BHI e 10 pL foram plaqueados em agar Miieller Hinton (Oxoid, Reino Unido)
suplementado com 5% de sangue equino (AS), ambos foram mantidos em aerobiose, a 37 °C, por
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15 dias. Em adigdo, 10 puL da solugdo foram estriados em agar Sabouraud (Oxoid, Reino Unido)
mantido em aerobiose, a 24 °C, por 15 dias. Outros 10 pL. foram estriados uma placa de AS, a
qual foi mantida em anaerobiose, a 37 °C. A morfologia das col6nias crescidas em anaerobiose
foi observada, trés a cinco colénias foram coletadas e submetidas a PCR multiplex para C. difficile
conforme previamente descrito (Silva et al., 2011).

Animais, instalacGes e manejo geral

Os métodos experimentais envolvendo animais foram aprovados pelo comité de ética
institucional (CEUA-UFMG), protocolo 013/2014 (Anexo 9.4.). O modelo experimental com
leitBes utilizado no presente estudo foi baseado em um modelo previamente padronizado, com
algumas modificacdes para adaptéd-lo ao desenho experimental e as instalagbes disponiveis
(Arruda et al., 2013; Lizer et al., 2013). Resumidamente, os leitdes neonatais foram obtidos de
duas porcas da granja da Fazenda Experimental Professor Hélio Barbosa, Igarapé, Brasil. As
porcas foram mantidas nas gaiolas de parto e, quando os sinais de parto foram observados, 0s
animais foram lavados com &gua e sabao, secos e a antissepsia da vulva e do quarto traseiro destas
porcas foi realizada com uma solug&o de &lcool iodado (1,0%) com glicerina (2,0%) a cada hora.
O parto procedeu de forma natural e os leitdes da ordem de nascimento dois até 11 de cada porca
foram incluidos neste estudo, totalizando vinte leitbes neonatos. Imediatamente ap6s o
nascimento, os leitdes foram secos e os corddes umbilicais foram amarrados, cortados e tratados
com solugéo de iodo (5,0%). Cada leitdo recebeu 15 mL de um pool de colostro previamente
coletado de porcas da mesma fazenda antes de serem separados randomicamente em trés grupos
diferentes: G1 (grupo tratado; n = 7), G2 (grupo controle positivo; n = 7) e G3 (grupo controle
negativo; n = 6) (Figura 8).

Os leitdes foram alojados individualmente em isoladores elevados (0.9 x 0.7 x 0.5 m) feitos de
aluminio cobertos com uma fina tela para permitir a entrada de ar. Os isoladores foram mantidos
em duas salas diferentes previamente submetidas a fumigacdo. A temperatura das duas salas foi
mantida entre 27 e 30 °C e lampadas de aquecimento foram suspensas sobre 0s isoladores para
manter a temperatura interna dos isoladores entre 31 e 35 °C (Lizer et al., 2013). Para evitar a
contaminagdo cruzada, trés equipes separadas foram designadas para trabalhar em cada grupo.
Todos os participantes possuiam um conjunto especifico de equipamentos de protecdo individual
composto por macaces, aventais e botas. Os leitbes foram manuseados um a um com um par de
luvas de procedimento descartdveis para cada animal. Cada grupo tinha um conjunto de
instrumentos especificos, esterilizados por calor umido ou desinfetados em clorexidina 2%.
Durante o experimento, os leitdes foram alimentados cinco vezes ao dia em intervalos regulares
com 40 mL de sucedaneo de leite comercial BabySuin, preparado com &gua esterilizada,
conforme recomendac@es do fabricante (NutriSuin, Holanda). Agua esterilizada foi fornecida a
vontade durante o experimento.
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Figura 8. Desenho experimental utilizado para avaliar o efeito protetor da estirpe nao toxigénica
de C. difficile (NTCD) Z31 contra o desafio com uma estirpe toxigénica de C. difficile em leitdes
neonatos. SC: sinais clinicos, incluindo estado de hidratacdo e consisténcia das fezes; SC+: sinais
clinicos, incluindo estado de hidratacéo, consisténcia de fezes, condi¢do corporal e presencga de
fezes no perineo; EIA: ensaio imunoenzimético para deteccdo de toxinas A/B; LMAC: lesdes
macroscopicas, incluindo edema de mesocélon e necrose luminal; LMIC: lesdes microscopicas;
NTCD: estirpe ndo toxigénica de C. difficile; CT: cultura toxigénica de C. difficile; circulo preto:
inbculo de NTCD; circulos brancos: avaliacBes; quadrados pretos: desafio com a estirpe
toxigénica de C. difficile.

Desenho experimental e inoculagdes

Imediatamente ap6s a administragdo do colostro, os animais do grupo G1 receberam 1,0 mL de
uma solucéo contendo 1 x 10° esporos da estirpe Z31 por via oral, com o auxilio de uma seringa
estéril. Doze horas ap6s 0 nascimento, os animais dos grupos G1 e G2 receberam 1,0 mL de uma
solucdo contendo 1 x 107 esporos da estirpe toxigénica (desafio) por via oral, utilizando uma
seringa estéril. Animais ndo tratados ou ndo desafiados receberam 1,0 mL de solucéo salina
esterilizada (0,9%) por via oral nos momentos em que os demais estavam sendo inoculados
(Figura 8).

Avaliacdo clinica, necropsia e coleta de amostras
Uma avaliagdo clinica considerando o estado de hidratagdo e a consisténcia fecal dos animais foi
realizada em quatro momentos: 10, 24, 48 e 60 h ap6s o nascimento (Figura 8). As 60 h, a

condicéo corporal e a presenca de fezes no perineo também foram incluidas na avaliag&o clinica
de acordo com estudos previamente descritos (Yaeger et al., 2007; Arruda et al., 2013). Apoés a
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Gltima avaliacdo, as 60 h, todos os animais foram eutanasiados por dessensibilizacdo elétrica
seguida de exsanguinacdo. Durante a necropsia, os leitdes foram avaliados quanto & ocorréncia
de edema de mesocélon e necrose luminal do coélon, que sdo as principais alteracGes
macroscépicas em leitbes com ICD (Yaeger et al., 2007; Lizer et al., 2013). Amostras fecais
foram coletadas de todos os animais as 10, 24, 48 e 60 h apds o nascimento. Além disso, durante
a avaliacdo post-mortem, cinco amostras do cdlon foram coletadas de cada animal para analise
histopatoldgica por um patologista veterinario experiente em avaliacao blinded.

Cultura bacteriana e detecgdo das toxinas A/B

As amostras de fezes foram submetidas ao isolamento de C. difficile de acordo com o descrito
previamente (Silva et al., 2013c). Resumidamente, volumes iguais de amostras fecais e alcool
etilico 96% (v/v) foram misturados e, apos incubagdo por 30 min a 37 °C, aliquotas de 10 pl
foram estriadas em placas contendo agar cicloserina, cefoxitina, frutose (CCFA) (Oxoid, Reino
Unido) suplementado com 7% de sangue de equino e 0,1% de taurocolato de sédio (CCFAT).
Apos incubacdo em anaerobiose, a 37 °C por 72 h, todos as colénias com morfologia sugestiva
foram submetidas previamente a PCR multiplex para o agente contendo um gene constitutivo (tpi)
e genes das toxinas (tcdA, tcdB, cdtB) (Silva et al., 2011). Os isolados considerados NTCD foram
submetidos a ribotipagem por PCR de acordo com o método descrito por Janezic & Rupnik
(2010). Para a deteccéo das toxinas A/B, as amostras fecais foram submetidas a um teste de ensaio
imunoenzimatico comercial (EIA) (C. difficile Tox A/B Il; Techlab Inc., EUA) utilizado de
acordo com as instrucGes do fabricante.

Escores

Cinco pardmetros foram avaliados em escores para a comparacgdo dos grupos de tratamento no
presente estudo: 1) sinais clinicos, 2) lesdes macroscépicas 3) lesbes microscopicas, 4) cultura
toxigénica de C. difficile e 5) deteccdo de toxinas A/B. Os escores dos sinais clinicos foram
obtidos pela avaliacdo da hidratacdo (normal, leve, moderada ou grave) e consisténcia fecal
(normal, pastosa ou aquosa) as 10, 24, 48 e 60 h ap6s o nascimento. As 60 h, a condig&o corporal
(normal, emaciacdo leve, emaciacdo moderada, emaciacdo severa) e a presenca de fezes no
perineo (auséncia, leve, moderada, intensa) também foram incluidas na analise dos sinais clinicos
(Arruda et al., 2013). As lesdes macroscopicas avaliadas foram o edema de mesocolon, que foi
determinado pela distancia entre alcas (ausente, leve, moderada ou grave) e necrose luminal
visivel (ausente, leve, moderada ou grave) (Yaeger et al., 2007; Arruda et al., 2013). Para as
lesbes microscopicas foram avaliados a perda de células caliciformes, infiltrado de neutréfilos na
lamina prdpria e alteragdes epiteliais da mucosa do célon com descrito por Lizer et al. (2013).
Além disso, o edema de mesoc6lon e o edema submucoso foram classificados por microscopia
de acordo com sua intensidade (ausente, discreto, leve, moderado ou grave). A cultura toxigénica
e 0s resultados de deteccdo de toxinas A / B foram considerados dicotémicos, com resultados
positivos e negativos em cada momento do estudo.

Todos os parametros foram avaliados 60 h ap6s o nascimento. Os parametros 1, 4 e 5 também
foram avaliados em 10, 24 e 48 h. Os escores para avaliacdo ap6s o desafio foram obtidos da
seguinte forma: 1) soma dos escores das caracteristicas avaliadas em 24, 48 e 60 h; 4) soma dos
resultados referentes a deteccdo de isolados toxigénicos de C. difficile em cada animal as 24, 48
e 60 horas, considerando 1 quando houve isolamento e 0 para quando ndo houve isolamento; 5)
soma dos resultados de deteccdo de toxina A/B de cada animal realizados as 24, 48 e 60 horas,
considerando 1 para amostras fecais onde a toxina foi encontrada e O para resultados negativos.
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Analises estatisticas

Os testes Kruskall-Wallis e Mann-Whitney foram utilizados para analisar os escores dos sinais
clinicos, lesbes macroscopicas, lesGes microscépicas, cultura toxigénica e deteccdo de toxinas
AJB por EIA. Os resultados do EIA e a deteccdo de C. difficile toxigénico em cada momento
foram analisados pelo teste exato de Fisher. Correlagbes entre sinais clinicos, lesbes
macroscépicas, lesdes microscopicas, cultura toxigénica e resultados de deteccdo de toxinas A/B
foram avaliados pelo coeficiente de correlacdo de Spearman. Os testes foram realizados no
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, EUA). Comparacdes entre G2 e G3 foram utilizadas para
avaliar a eficiéncia do modelo experimental em reproduzir a doenga, enquanto comparacdes entre
G1 e os demais grupos foram realizadas para avaliar a eficicia da estirpe Z31 na prevencdo da
ICD.

43, Resultados
Sinais Clinicos

Antes do desafio com a estirpe toxigénica de C. difficile (10 h), todos os animais estavam
hidratados e quase todos apresentavam consisténcia fecal normal, sem diferencas estatisticas entre
0s grupos. As 24 e 48 h ap6s o nascimento, todos os animais do G2 (controle positivo)
apresentavam diarreia com consisténcia fecal variando de pastosa a aquosa. Cinco dos sete
animais também se apresentaram levemente desidratados, enquanto os animais do G1 (tratado) e
do G3 (controle negativo) apresentaram fezes de normais a pastosas e nao apresentavam sinais de
desidratacgdo. Leitdes do G2 apresentaram maiores escores de sinais clinicos que animais de G1 e
G3as24h (P=0,028, G1; P =0,009, G3) e 48 h (P = 0,041, G1; P = 0,009, G3). Por outro lado,
esses escores foram semelhantes entre animais de G1 e G3 em ambos os momentos (P = 0,825,
24 h; P=0,592, 48 h).

No momento 60 h, os escores de todos os pardmetros avaliados foram maiores nos animais do G2
em relagdo a G1 e G3; entretanto, diferencas estatisticas foram encontradas apenas entre G2 e G3
(P =0,032). Considerando os resultados apds o desafio (somatoério dos escores de 24, 48 e 60 h),
0s animais do G2 apresentaram mais sinais clinicos em comparacao aos demais grupos (P = 0,005,
G1; P = 0,006, G3), enquanto G1 e G3 ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si (P =
0,999) (Figura 9).

Alteracdes patoldgicas

Foi observado edema de mesoc6lon em um animal do G1 e em cinco animais do G2 durante a
necropsia, variando de leve a moderado (Figura 10). Embora o edema de mesocolon tenha sido
encontrado em um animal do G1, esse grupo diferiu do G2 (P = 0,037), mas foi semelhante ao
G3 (P =0,998) (Figura 11A). Necrose luminal visivel ndo foi encontrada em nenhum animal.

Na analise histopatol6gica, cinco animais apresentaram edema de mesoc6lon em pelo menos um
fragmento do colon, variando de discreto a moderado (Figura 11B). Um discreto edema de
submucosa também foi observado em dois dos cinco animais. Todos os animais com lesGes
microscépicas pertenciam ao G2, sendo mais proeminentes em comparagdo aos do G1 (P =
0,021). Nao foram encontradas outras lesdes histoldgicas indicativas da ICD, como infiltrado
inflamatério neutrofilico e lesdes “volcano like”.
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Figura 9. Escores dos sinais clinicos em leitdes ap06s o desafio (soma dos momentos 24, 48 e 60
h). Foram considerados consisténcia fecal, estado de hidratacéo, condic¢ao corporal e presenca de
fezes no perineo. O asterisco indica diferenca estatistica entre os grupos determinada pelos testes
de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney (p < 0,05).

Figura 10. Mesocolon dos animais experimentais ap6s a necropsia. Em (A) observa-se leve
congestéo e leve edema de mesoc6lon em um animal do G2. Em (B) observa-se 0 mesocolon de
um animal do grupo G1 sem alteracGes aparentes.
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Figura 11. Escores de edema de mesocélon observados durante a necropsia (A) e através da
histopatologia (B). O asterisco indica diferenga estatistica entre os grupos determinada pelos
testes de Kruskall-Wallis e Mann-Whitney (p < 0,05).

Deteccdo das toxinas A/B de C. difficile

Antes do desafio (10 h) nenhuma amostra fecal foi positiva para toxinas de C. difficile. A partir
do momento 24 h até o final do experimento, dez amostras foram positivas para toxinas de C.
difficile, todas provenientes de animais do G2. As toxinas foram detectadas nas fezes de todos 0s
animais do G2 em pelo menos um momento experimental. Foi possivel identificar diferencas
estatisticas entre G1 e G2 no momento 48 h (P = 0,020) e nos resultados apds o desafio (P =
0,001) (tabela 6).

Tabela 6. Porcentagem de deteccéo das toxinas A/B de C. difficile em leitGes dos grupos G1, G2
e G3 nos diferentes momentos experimentais. Letras diferentes significam diferenga estatistica na
deteccdo das toxinas A/B entre os diferentes grupos experimentais no momento determinada pelo
teste exato de Fisher (p < 0,05).

Momento Gl (%) G2 (%) G3 (%)
10h 0,0 0,0 0,0
24 h 0,0 14,3 0,0
48 h 0,0°b 71,48 0,0°
60 h 0,0 57,1 0,0
Apos o desafio* 0,0° 100,02 0,0°

*0Os dados dessa categoria sdo oriundos das observagdes realizadas nos momentos 24, 48 e 60 h.

Isolamento de C. difficile

C. difficile ndo toxigénico foi isolado em 16 amostras de 24 h até o final do experimento, todas
do G1, as quais foram classificadas como ribotipo 009. C. difficile toxigénico foi isolado em 13
amostras de oito animais (G1, n = 1; G2, n = 7) de 24 h até o final do experimento. Nenhuma
estirpe de C. difficile foi isolada do G3. A figura 12 resume os resultados da cultura de C. difficile
no G1 e G2 de acordo com 0 momento experimental. Os animais do G2 foram mais propensos a
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serem positivos para C. difficile toxigénico em 48 h (P = 0,002), 60 h (P <0,001) e apds o desafio
(soma de 24, 48 e 60 h) (P = 0,009).

Correlacao entre os parametros testados

As correlagbes entre os pardmetros testados estdo resumidas na tabela 7. Com base nos
coeficientes de Spearman, a detec¢do de toxinas e a cultura toxigénica mostraram a melhor
correlagdo neste estudo, enquanto as lesdes macroscopicas e microscopicas também foram
altamente correlacionadas. Todos os demais parametros avaliados também se correlacionaram
positivamente (p < 0,05).

Tabela 7. Correlacdo entre deteccdo de toxinas (EIA), cultura toxigénica de C. difficile (CT),
sinais clinicos (SC), lesdes macroscépicas (LMAC) e lesBes microscopicas (LMIC) observadas
nos leitbes. P: valor P; CS: coeficiente de Spearman.

Parametros EIA CT SC LMIC
P CS P CS P CS P CS

LMAC 0.010 0.562 0.020 0.515 0.011 0.555 <0.001 0.888
LMIC 0.001 0.671 0.007 0.588 <0.001 0.746
SC <0.001 0.694 0.005 0.599
CT <0.001 0.903
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Figura 12. Deteccéo de isolados de C. difficile toxigénicos e ndo toxigénicos em G1 e G2 nos
diferentes momentos experimentais. O asterisco indica diferenca estatistica entre o isolamento de
estirpes toxigénicas nos grupos, determinada pelo teste exato de Fisher (p < 0,05). G1 - animais
que receberam e estirpe Z31; G2 - controle positivo; T: estirpes toxigénicas de C. difficile; NTCD:
estirpes ndo toxigénicas de C. difficile.
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4.4, Discussao

C. difficile € um importante enteropatdgeno em leitdes neonatos e a inexisténcia de um método
eficaz para prevenir a ICD dificulta seu controle (Cruz Junior et al., 2013; Moono et al., 2016).
Além das perdas diretas associadas a ICD em suinos, adiciona-se a preocupacao crescente com
relacdo a transmissdo zoongtica de C. difficile dos animais para os humanos (Hensgens et al.,
2012; Squire and Riley, 2013). A partir dos ultimos avangos na prevencdo da ICD, a
administracdo de estirpes NTCD se destaca como um dos métodos mais promissores para a
prevencdo da doenca e da colonizacao intestinal por estirpe toxigénicas (Kociolek and Gerding,
2016; Gerding et al., 2018). No presente estudo, a estirpe Z31, geneticamente e fenotipicamente
caracterizada e previamente testada em um modelo de hamster (Oliveira Junior et al., 2016;
Pereira et al., 2016), foi avaliada em um modelo experimental de leitbes (Steele et al., 2010;
Arruda et al., 2013; Lizer et al., 2013).

O modelo experimental empregado utilizando leit6es foi adaptado de outros estudos (Steele et al.,
2010; Arruda et al., 2013; Lizer et al., 2013). Apesar de alguns leitdes do grupo controle negativo
(G3) apresentarem alguns dos sinais clinicos avaliados, os escores clinicos permaneceram
estatisticamente inferiores aos do controle positivo (G2) em todos 0s momentos mensurados.
Além disso, todos os animais do G3 foram negativos para edema de mesocdlon, detecgdo de
toxinas A/B e isolamento de C. difficile toxigénico e ndo toxigénico, demonstrando auséncia de
contaminagao cruzada. Curiosamente, em estudos anteriores, leitdes de grupos controle negativo
foram eventualmente positivos para toxinas A/B e mostraram algumas lesdes caracteristicas da
ICD, fato que foi atribuido a contaminacdo cruzada entre grupos durante o experimento ou a
infecgBes prévias por C. difficile nas granjas de origem (Arruda et al., 2013; Lizer et al., 2013).
No presente estudo, 0s grupos controle foram mantidos em salas separadas, semelhante ao
relatado por Arruda et al. (2013). Além disso, equipes e equipamentos separados foram
designados para esses animais, medidas que auxiliaram a evitar a contaminacao cruzada. Também
deve ser destacado que os leitdes foram obtidos a partir de uma granja que ndo possuia histérico
de ICD. A obtencdo de leitbes livres de C. difficile ¢ uma limitagdo deste modelo, uma vez que a
prevaléncia da doenca entre as granjas € alta e a realizacdo de procedimentos cirurgicos a exemplo
da cesariana para evitar a contaminag&o previa leitdes, como utilizado por Lizer et al. (2013), nem
sempre sdo possiveis.

A dose de Z31 utilizada (1 x 10° esporos por animal) bem como a via de administragdo oral foram
baseados em estudos publicados anteriormente (Songer et al., 2007; Arruda et al., 2016; Oliveira
Janior et al., 2016) e estdo de acordo com a dose sugerida por Gerding (2003), que varia entre 1
x 10* e 1 x 108 esporos por kg. Ja a dosagem da estirpe toxigénica de C. difficile usada no desafio
(1 x 107 esporos por animal) foi baseada em estudos com suinos que induziram ICD com sucesso
usando doses de desafio variando de 2 x 10% a 2,5 x 10° (Steele et al., 2010; Arruda et al., 2013,
2016; Lizer et al., 2013). Néo existem dados na literatura acerca de dose minima infectante, mas
acredita-se que dosagens maiores sdo capazes de induzir lesdes mais severas e sinais clinicos mais
acentuados de ICD (Arruda et al., 2013); no entanto, devido ao uso de diferentes estirpes
toxigénicas e variagcBes no protocolo de desafio, incluindo o uso de animais gnotobidticos em
alguns estudos, a comparacdo de dosagens entre os estudos pode ndo ser fidedigna. O grupo
controle positivo (G2), que recebeu apenas esporos toxigénicos de C. difficile, apresentou escores
estatisticamente maiores em todos os parametros avaliados quando comparado ao grupo controle
negativo (G3), confirmando que a dose de desafio foi eficiente na reproducéo da ICD nesses
animais.
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No presente estudo, os sinais clinicos associados a ICD também foram avaliados para melhor
compreender a capacidade da estirpe Z31 em prevenir a doenca. Conforme hipotetizado, os
animais tratados apresentaram escores de sinais clinicos similares ao grupo controle negativo e
menores que o0 grupo controle positivo, demonstrando que a administracdo oral da Z31 foi capaz
de reduzir efetivamente os sinais clinicos da ICD em leitdes. C. difficile € uma causa conhecida
de diarreia neonatal em leit6es, de forma que a reducgdo de sinais clinicos nesses animais seria um
fator importante para melhorar a satde e a produgdo animal (Songer, 2004; Silva et al., 2013a).
Curiosamente, estudos anteriores sobre a ICD usando leitdes convencionais relataram
dificuldades em encontrar diferencas nos sinais clinicos entre animais infectados e ndo infectados,
devido ao caréater subclinico da doenca (Yaeger et al., 2007; Arruda et al., 2013). Por outro lado,
Steele et al. (2010) relataram o desenvolvimento de sinais clinicos severos e, por vezes, fatais em
leitBes gnotobidticos desafiados com uma estirpe hipervirulenta de C. difficile (ribotipo 027).
Usando uma estirpe NTCD visando a protecdo de leitdes contra a ICD, Arruda et al. (2016)
encontraram um leve decréscimo na condi¢do de hidratacdo de animais ndo protegidos. Esse
resultado também foi observado em nosso estudo; no entanto, todos os animais ndo tratados
apresentaram condicdo corporal e consisténcia fecal alterada, diferente do que foi observado por
Arruda et al. (2016). Ha de se ressaltar que a dose de desafio utilizada no presente estudo foi cinco
vezes superior que aquela utilizada por Arruda et al. (2016) e os animais ndo eram das mesmas
linhagens genéticas, o que pode explicar a diferenca na inducao de sinais clinicos.

Além da reducéo dos sinais clinicos relacionados a ICD, a administragdo da estirpe Z31 também
reduziu a ocorréncia de edema de mesocélon nos leitdes, semelhante aos achados de Arruda et al.
(2016). Embora o edema de mesocélon néo seja patognomonico da ICD, é a lesdo macroscdpica
mais comum associada a essa doenga em leitdes (Yaeger et al., 2007; Cappuccio et al., 2009).
Curiosamente, nenhuma outra lesdo microscdpica foi encontrada no presente estudo, em contraste
com estudos anteriores utilizando leitbes convencionais (Arruda et al., 2013, 2016; Lizer et al.,
2013). Em um experimento anterior, Lizer et al., 2013 determinaram que o melhor momento para
observar as lesdes microscopicas em leitdes seria 48 h pds desafio, a exemplo da metodologia
utilizada no presente estudo. Entretanto, no presente estudo foram observados apenas fendmenos
exsudativos de liquidos, ao passo que nos demais também foram observados fenbmenos
exsudativos celulares, evidenciados pela presenca de neutrdfilos na lamina propria (Arruda et al.,
2013, 2016; Lizer et al., 2013). Notavelmente, nos estudos citados foi usada uma estirpe ribotipo
078, a qual produz a toxina CDT, diferentemente da estirpe usada em nosso estudo (Lizer et al.,
2013). O papel da toxina CDT na ICD ndo é completamente esclarecido, no entanto, a CDT age
em sinergia com as toxinas A e B e, em humanos, os isolados cdt+ sdo responsaveis por casos
mais graves de ICD (Gerding et al., 2014). Dessa forma, podemos hipotetizar que a toxina CDT
tenha acelerado a inducdo das lesdes nos animais utilizados nos estudos prévios. Também ¢é
possivel supor que isolados cdt+ sejam capazes de produzir lesGes mais acentuadas em suinos a
exemplo do que ocorre em humanos, mas até o presente momento nao ha estudos que confirmem
tal hipotese.

As toxinas A/B de C. difficile ndo foram detectadas em nenhum leitdo que recebeu a estirpe Z31.
Considerando que o diagndstico de ICD em suinos é baseado na deteccdo de toxinas A/B (Songer
and Anderson, 2006; Knight et al., 2014), o presente estudo confirma que a administragdo da
estirpe Z31 é capaz de prevenir a ocorréncia de ICD no modelo avaliado. Este resultado esta de
acordo com estudos anteriores que relataram que a administracdo de uma linhagem NTCD em
leitdes foi responsavel por uma redugdo na ocorréncia e/ou na gravidade da ICD (Songer et al.,
2007; Arruda et al., 2016).
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Outra observacdo interessante no presente estudo foi a reducdo da excrecdo fecal de estirpes
toxigénicas de C. difficile em todos os animais que receberam a Z31. Em adicdo, a estirpe Z31 foi
isolada de todos o0s animais, sugerindo que a mesma tenha colonizado os leites, a exemplo do
que ocorreu em hamsters (Oliveira Junior et al., 2016). Estes achados, em consonancia com
estudos anteriores, sugere que a exclusdo competitiva € 0 mecanismo mais importante envolvido
na protecdo conferida pelas estirpes NTCD (Songer et al., 2007). Outras hipo6teses para explicar
a protecao conferida incluem uma possivel modulagéo imunoldgica e influéncia nos mecanismos
de quorum-sensing (Merrigan et al., 2010; Fitzpatrick, 2013; Arruda et al., 2016; Gerding et al.,
2018). Os resultados encontrados no presente estudo sdo promissores, pois, considerando a
possivel transmissdo zoon6tica de C. difficile, é desejavel evitar ndo apenas a ocorréncia de sinais
clinicos e lesdes intestinais em suinos, mas também a colonizag&o e a eliminagdo fecal de estirpes
toxigénicas do patdgeno (Squire and Riley, 2013; Brown and Wilson, 2018).

Deve-se ressaltar que todos os parametros avaliados no presente estudo, nomeadamente detec¢do
de toxinas A/B, presenca de estirpes toxigénicas de C. difficile, sinais clinicos, lesdes
macroscopicas e lesdes microscopicas, foram positivamente correlacionados. Em um estudo
anterior, Arruda et al. (2016) encontraram uma correla¢do entre o edema de mesocélon, lesGes
histoldgicas e deteccdo de toxinas A/B por EIA. Estes resultados mostraram que os parametros
variaram em conjunto, sugerindo que eles s&o alterados na presencga da ICD, sendo adequados
para avaliagdo da protecdo conferida por uma estirpe NTCD em leitdes. Entre estes parametros,
a deteccdo de toxinas A/B e a cultura toxigénica podem ser avaliados em ambiente laboratorial
com espécimes clinicos oriundos de animais vivos. Em adicdo, estudos mostraram que tanto a
cultura direta quanto um algoritmo de duas etapas associando uma etapa de deteccdo de toxinas
e a cultura toxigénica sao adequados para proceder o diagndstico laboratorial da ICD em leitdes
(Keessen et al., 2011; Knight et al., 2014). Dessa forma, a associacdo entre a detecgdo de toxinas
AJB e a cultura toxigénica pode ser uma ferramenta importante para avaliar a eficacia preventiva
da estirpe Z31 em granjas comercias.

45, Concluséao

A administracdo da estirpe Z31 em modelo experimental utilizando leit6es convencionais reduziu
a colonizacdo dos animais pelas estirpes toxigénicas, levando as toxinas A/B nas fezes para niveis
indetectaveis. Com isso, foi observada reducgdo nos sinais clinicos e nas lesdes causadas pelo
patdgeno, sugerindo que a estirpe seja adequada para prevenir a ICD em granjas comerciais.
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5. CAPITULO 3: AVALIACAO DA ESTIRPE NAO TOXIGENICADE
Clostridioides (Clostridium) difficile Z31 PARA A PREVENCAO DA INFECCAO
POR C. difficile (ICD) EM UMA GRANJA COMERCIAL

Trabalho publicado em
Veterinary Microbiology 231:1-6, 2019
Non-toxigenic strain of Clostridioides difficile Z31 reduces the occurrence of C. difficile
infection (CDI) in one-day-old piglets on a commercial pig farm
Oliveira Junior, C. A,; Silva, R. O. S.; Lage, A. P.; Coura, F. M.; Ramos, C. P.; Alfieri,
A. A. Guedes, R. M. C.; Lobato, F. C. F.
Anexo9.1.3

Resumo

A diarreia neonatal suina (DNS) é atualmente um problema recorrente nas granjas de suinos,
podendo ser causada por diversos enteropatogenos. Dentre eles, Clostridioides (Clostridium)
difficile destaca-se pela sua importancia em leitGes e seu potencial zoonético, entretanto, ndo
existem métodos preventivos disponiveis no mercado. A estirpe ndo toxigénica de C. difficile
(NTCD) Z31 foi previamente testada em modelos experimentais de hamster e suinos como
estratégia para prevenir a infeccao por C. difficile (ICD), demonstrando resultados promissores.
Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade da estirpe Z31 de prevenir ICD e
reduzir DNS em leitdes com um dia de idade em uma granja comercial. Para tal, 90 leitGes de 16
leitegadas receberam 1 x 10° esporos de Z31, enquanto 84 animais das mesmas leitegadas foram
usados como controles. Os animais foram mantidos sob 0 manejo preconizado pela granja, e
tiveram amostras fecais coletadas 24 h ap6s a administracdo da estirpe Z31. As amostras foram
submetidas a deteccdo da toxina A/B, isolamento de C. difficile, Escherichia coli e Clostridium
perfringens e deteccdo de Rotavirus. A administragdo da Z31 reduziu a incidéncia da ICD nos
animais tratados (7,8%) quando comparado ao grupo controle (25,0%; P = 0,003). Nos animais
gue desenvolveram ICD, a intensidade da diarreia foi menor naqueles que receberam a Z31 do
que no grupo controle. A DNS foi reduzida nos animais tratados quando comparados aos animais
ndo tratados (P < 0,001). O presente estudo sugere que a estirpe Z31 tem potencial de ser utilizada
para prevenir a ICD em leitdes neonatos em granjas comerciais.

Palavras-chave: clostridiose, Clostridium perfringens, Escherichia coli enterotoxigénica,
diarreia neonatal suina, probiético.

5.1. Introducéo

A diarreia neonatal suina (DNS) representa um grande desafio em granjas de suinos, causando
perdas de producdo significativas (Larsson et al., 2016). Muitos agentes infecciosos podem ser
responsaveis por esse problema como Rotavirus, Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC),
Clostridium perfringens e Clostridioides (prev. Clostridium) difficile (Lippke et al., 2011; Cruz
Junior et al., 2013; Silva et al., 2013a; Malik et al., 2014; Luppi, 2017). Além da importancia de
C. difficile como causa de DNS em todo o0 mundo, evidéncias do potencial zoonético deste agente
foram relatadas em anos anteriores, com alguns estudos sugerindo que 0s suinos sdo potenciais
reservatorios dessa bactéria para seres humanos (Hensgens et al., 2012; Keessen et al., 2013;
Moono et al., 2016; Knight et al., 2017; Brown and Wilson, 2018).
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Apesar do conhecido impacto da infec¢do por C. difficile (ICD) em leitBes, ndo existem produtos
comerciais especificos para prevenir a doenca em suinos (Mizrahi et al., 2014; Moono et al.,
2016; Mills et al., 2018). Uma alternativa promissora € o uso de estirpes ndo toxigénicas de C.
difficile (NTCD), que demonstraram eficiéncia na prevencdo ou reducdo dos sinais clinicos de
ICD em roedores, leitdes e também em humanos (Borriello and Barclay, 1985; Sambol et al.,
2002; Songer et al., 2007; Villano et al., 2012; Nagaro et al., 2013; Gerding et al., 2015, 2018;
Arruda et al., 2016). Embora os isolados NTCD ndo produzam toxinas A e B, os principais fatores
de viruléncia responséveis pela ICD, elas séo capazes de colonizar o trato intestinal, inibindo a
instalacdo das estirpes toxigénicas de C. difficile e prevenindo a ocorréncia da doenca (Mills et
al., 2018). Recentemente, utilizando uma linhagem NTCD caracterizada genotipo e
fenotipicamente denominada Z31, foi possivel prevenir a ICD em modelos experimentais de
hamsters e leitGes (Oliveira Junior et al., 2016, 2019; Pereira et al., 2016). Com isso, 0 objetivo
do presente trabalho foi estudar a capacidade da estirpe Z31 de prevenir a ICD e a DNS em uma
granja comercial de suinos com um histérico conhecido de DNS e ICD.

5.2. Material e métodos
Estirpes e produgéo de esporos

O genoma completo da estirpe Z31 esta disponivel em
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/302266 e algumas caracteristicas fenotipicas
importantes também foram descritas anteriormente (Oliveira Janior et al., 2016). Para producao
de esporos, um protocolo previamente descrito foi utilizado com algumas modificacGes (Yang et
al., 2009). Resumidamente, C. difficile Z31 foi plagueado em agar Meller Hinton (Oxoid, Reino
Unido) suplementado com 5% de sangue equino e 0,1% de taurocolato de sodio (Sigma-Aldrich,
EUA) e incubado por dois dias sob anaerobiose a 37 °C. As coldnias resultantes foram coletadas
e diluidas em tampdo salina fosfato (PBS — 1x, pH 7.4) até turbidez 1 da escala de McFarland
(equivalente a 3,0 x 108 UFC/mL). Em seguida, 500 L dessa solucéo foram transferidos para 4,5
mL de um caldo Infusdo Cérebro Coracdo (BHI; Oxoid, Reino Unido) pré-reduzido e incubados
em camara de anaerobiose (Oxoid, Reino Unido) por 24 h. O volume total deste primeiro pré-
inoculo foi, entdo, inoculado em 45 mL de BHI pré-reduzido e mantido em anaerobiose. Apés 24
h, este cultivo foi reinoculado para volume final de 500 mL de BHI, permanecendo sob
anaerobiose por cinco dias, seguido por um periodo de cinco dias em aerobiose. O caldo foi entdo
centrifugado a 3.000 x g, durante 30 min, a 4 °C (Hettich, Alemanha) e os esporos foram
ressuspendidos em 5 mL de solugdo salina a 0,9%. Este passo foi repetido oito vezes e a solugdo
foi entdo submetida a um tratamento térmico (20 min, 70 °C) para eliminar as células vegetativas.

A porcentagem de esporos foi avaliada pela técnica de coloragdo de Wirtz-Conklin (Hamouda et
al., 2002) e observada em microscépio 6ptico (Nikon, Tdéquio, Japdo). Foi realizada a contagem
dos esporos em placas, como descrito anteriormente (Silva et al., 2014). Para teste de pureza a
amostra foi semeada nos seguintes meios: caldo BHI e agar Mieller Hinton suplementado com
5% de sangue equino (AS), ambos mantidos em aerobiose, a 37 °C, por 15 dias; 4gar Sabouraud
(Oxoid, Reino Unido), mantida em aerobiose, a 24 °C, por 15 dias; AS, mantida em anaerobiose,
a 37 °C, por 15 dias. As colbnias crescidas em anaerobiose foram submetidas a PCR multiplex
para C. difficile conforme previamente descrito (Silva et al., 2011). As solugbes foram
armazenadas sob refrigeracdo e um dia antes da administracdo, a solugdo de esporos foi diluida
com solucdo salina a 0,9% para atingir uma concentracéo de 1 x 10°® esporos/mL (Oliveira Junior
et al., 2019).
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Manejo da fazenda e ocorréncia prévia de infeccdo por C. difficile

Os procedimentos experimentais envolvendo animais foram previamente aprovados pelo comité
de ética institucional (CEUA-UFMG) sob o protocolo 013/2014. O experimento foi conduzido
em uma fazenda contendo 600 matrizes, com sistema de producéo de ciclo completo, com manejo
tipo todos dentro — todos fora, localizada no municipio de Para de Minas, Minas Gerais, Brasil.
Ao nascimento, os leitdes usualmente sdo secos com toalhas de papel, seus corddes umbilicais
sdo cortados, 0 umbigo é tratado com iodo a 6,0% e os animais s&o cobertos com po de Vidasec®
(Bayer, Sao Paulo, Brasil) antes de amamentar o colostro materno. O veterinario responsavel por
essa fazenda descreveu uma alta ocorréncia de diarreia em leitGes, principalmente em animais
com idade entre 1 e 3 dias, e relatou um diagndstico anterior de ICD na propriedade ha
aproximadamente um ano. Em adicdo, o veterinario informou que utilizava uma vacina comercial
em porcas gestantes contendo Rotavirus, E. coli (K88, K99, F41 e 987P) e C. perfringens tipo C
para reduzir a ocorréncia de diarreia neonatal conforme instrugdes do fabricante. Para investigar
a ocorréncia da ICD na granja, 49 amostras fecais de leitGes de um dia de idade, provenientes de
12 leitegadas diferentes, foram coletadas aleatoriamente em trés dos quatro galpdes maternidade.
A coleta foi realizada uma semana e um dia antes do inicio do experimento. Todas as amostras
fecais foram classificadas como diarreicas ou ndo diarreicas, submetidas & detecgdo das toxinas
A/B, isolamento de C. difficile, C. perfringens e ETEC, e detecgdo de Rotavirus (Figura 13).

?xlgzrimentais Etapa Numero de animais Testes laboratoriais  Dados adicionais Observagio
=7 Ocorréncia prévia 32 ICD (toxinas A/B) Diarreia (auséncia
Amostras fecais C. difficile ou presenca)
(1 semana antes) E. coli
C. perfringens
Rotavirus Dados das 49
amostras
-1 Ocorréncia prévia 17 ICD (toxinas A/B) Diarreia (auséncia E}nahsac.los
Amostras fecais C. difficile ou presenga) em conjunto
(1 dia antes) E. coli
C. perfringens
Rotavirus
Administragio oral 90 — Tratados Tratados e
0 de NTCD Z31 - 84 — Controle controle das
1x10° mesmas
esporos/animal leitegadas
1 Ocorréncia pos- 90 — Tratados ICD (toxinas A/B) Diarreia (escores)
administragido 84 — Controle C. difficile
Amostras fecais E. coli
C. perfringens
Rotavirus

Figura 13. Fluxograma dos procedimentos experimentais realizados na granja antes e apds a
administracdo da estirpe ndo toxigénica de Clostridioides difficile Z31 nos leitdes neonatos.

Deteccao de toxinas A/B e isolamento de C. difficile

Um teste de ensaio imunoenziméatico comercial (C. difficile Tox A/B II, Techlab Inc, EUA) foi
usado para detectar as toxinas A/B nas amostras de fezes. A presenca das toxinas A/B foi usada
para determinar a ocorréncia de ICD. Para o isolamento de C. difficile, as fezes foram diluidas em
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volumes iguais de alcool etilico (96%), mantidas a 37 °C por 30 min e depois plagueadas em Agar
de Frutose Cefoxitina Cicloserina (CCFA, Himedia) suplementado com sangue equino a 7% e
0,1% taurocolato de s6dio (CCFAT). Apos incubacdo sob condicBes de anaerobiose (37 °C por
72 h), trés coldnias irregulares e acinzentadas de cada placa foram submetidas a extracao térmica
de DNA (98 °C por 20 min) e a um protocolo de PCR multiplex para detectar o gene constitutivo
tpi e 0s genes da toxina tcdA, tcdB e cdtB (Silva et al., 2011). Uma estirpe toxigénica por leitegada
também foi submetida a tipificacdo por meio da técnica Multilocus Sequence Typing (MLST),
como relatado anteriormente (Griffiths et al., 2010). Em adigé&o, as estirpes néo toxigénicas de C.
difficile foram submetidas a ribotipagem como previamente descrito (Janezic and Rupnik, 2010).

Isolamento de C. perfringens e E. coli, e deteccédo de Rotavirus

Para o cultivo de C. perfringens, as fezes foram plaqueadas em dagar Sulfito de Polimixina
Sulfadiazina (SPS; Difco, EUA) e incubadas sob condigdes anaerdbias (37 °C por 24 h). Trés
coldnias arredondadas sulfito redutoras de cada placa foram submetidas a PCR (Keyburn et al.,
2008; Silva et al., 2013b). Para a identificacdo de E. coli, as amostras fecais foram plagueadas em
agar MacConkey (Prodimol Biotechnology, Brasil) e incubadas a 37 °C por 24 h sob condi¢Ges
aerobias. Trés colonias fermentadoras de lactose foram coletadas e submetidas a testes
bioquimicos empregando o teste de identificagdo EPM-MILI-Simmons  Citrato
Enterobacteriaceae (Starr, 1986). A seguir, isolados confirmados como E. coli foram submetidos
a uma PCR previamente descrita para investigar os fatores de viruléncia de E. coli
enterotoxigénica (ETEC) associados a DNS, ou seja, as adesinas fimbriais F4 (K88), F5 (K99),
F6 (987P), F4l e astoxinas STaP, SThe LT (Macédo et al., 2007). As estirpes foram classificadas
como ETEC se identificado pelo menos um gene codificador de toxina, independentemente da
presenca de genes fimbriais (Dubreuil et al., 2016). A presenga de Rotavirus A, B e C foi testada
usando um meétodo de PCR em tempo real relatado anteriormente (Almeida et al., 2018).

Desenho experimental

Apos a confirmagdo de ICD na fazenda, 16 leitegadas de trés salas de maternidade diferentes e
individualizadas (S1, S2, S3) foram utilizadas para avaliar a capacidade da estirpe Z31 de prevenir
a ICD em leitdes neonatos. Na granja (somatdria dos animais das trés salas de maternidade), um
total de 90 leitdes recebeu a estirpe Z31, enquanto 84 animais foram utilizados como controle
(Tabela 8).

Tabela 8. Desenho experimental utilizado para avaliacdo da estirpe ndo toxigénica de C. difficile
(isolado Z31, ST 3, ribotipo 009) contra a infeccdo natural por C. difficile (ICD) em leitdes
localizados em trés salas de maternidade (S1, S2 e S3) em uma granja comercial com diagnéstico
prévio de ICD.

S1 S2 S3 Granja?
Grupos Leitdbes Porcast Leitdes Porcas! Leitdes Porcas! Leitdes Porcast
Tratados™ 30 5 30 5 30 6 90 16
Controle 24 32 28 84
Total 54 62 58 174

*QOs animais receberam por via oral 1 x 108 esporos da estirpe ndo toxigénica de C. difficile Z31

L As porcas ndo receberam inéculos. Os leitdes de ordem de nascimento impar (1, 3, etc.) foram tratados,
enquanto os de ordem de nascimento par (2, 4, etc.) ndo receberam o in6culo e foram utilizados como
controle. Todos animais permaneceram nas leitegadas originais apds o tratamento.

2 Somatorio dos animais das salas de maternidade S1, S2 e S3.
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Depois da execucdo de todos os procedimentos normais de nascimento (anteriormente descritos)
e antes da sucgdo do colostro, metade dos leitdes recém-nascidos de cada leitegada foi inoculada
por via oral com 1,0 mL de uma solugédo contendo 1 x 10° esporos da estirpe Z31, usando uma
seringa descartavel. Para cada porca, leitGes de ordem de nascimento impar (1, 3, 5, e assim por
diante) receberam a estirpe Z31, enquanto leitdes de ordem de nascimento par ndo receberam a
estirpe e foram usados como grupo controle. Este protocolo de inoculagdo da estirpe Z31 de forma
alternada foi escolhido para reduzir o possivel efeito da porca ou do ambiente na ocorréncia de
ICD. Os animais foram mantidos nas leitegadas de origem, ndo sendo necessarias alteragdes no
manejo da granja. A quantidade de esporos administrada foi a mesma utilizada nos leitdes em
modelo experimental anterior (Oliveira Janior et al., 2019).

Vinte e quatro horas apds o procedimento, amostras fecais de todos os animais foram coletadas
por estimulacéo retal e classificadas quanto ao aspecto (0 - normal, 1 - amolecido, 2 - pastoso, 3
- aquoso). Todas as amostras foram submetidas & detecgdo de toxinas A/B, isolamento de C.
difficile, C. perfringens e E. coli, e deteccdo de Rotavirus como descrito anteriormente (Figura
13).

Analises estatisticas

O teste Mann-Whitney foi usado para analisar dados envolvendo escores de diarreia. A ocorrécia
de patdgenos em ambos 0s grupos e a associagao entre a presenca dos patdégenos e a diarreia foram
analisadas pelo teste exato de Fisher. A correlacdo entre a deteccéo de toxinas A/B e a cultura
toxigénica de C. difficile foi avaliada pelo coeficiente de correlagdo de Spearman. Os testes foram
realizados utilizando o GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, EUA) com um nivel de
significancia de 0,05.

5.3. Resultados
Producéo de esporos

A producdo total de esporos de Z31 em cada frasco de 500 mL variou de 8,2 x 10" a 5,9 x 108,
com um valor médio de 1,3 x 108 esporos e uma concentracdo média de 2,6 x 10° esporos/mL. A
porcentagem de esporos variou de 80 a 90% usando a técnica de coloragdo Wirtz-Conklin e mais
de 95% por contagem bacteriana em AST.

Ocorréncia prévia de ICD e DNS na fazenda

As amostras fecais coletadas antes do experimento revelaram que 83,7% dos animais
apresentavam diarreia e trés potenciais enteropatégenos foram encontrados, nomeadamente C.
difficile, C. perfringens tipo A 2-positivo e ETEC. Rotavirus ndo foi detectado em nenhum
animal. As toxinas A/B de C. difficile foram encontrados nas fezes de 59,2% dos animais, 93,1%
dos quais também foram positivos para estirpes toxigénicas de C. difficile. Tanto a detec¢do das
toxinas A/B quanto a cultura toxigénica de C. difficile foram associadas a diarreia (P = 0,004).
Nenhuma estirpe NTCD foi isolada na avaliacdo prévia. C. perfringens tipo A e ETEC foram
encontrados nas fezes de 22,4% e 18,4% dos animais amostrados respectivamente; no entanto,
ndo foi encontrada associacdo estatistica entre estes patégenos e a ocorréncia de diarreia nesse
momento (P = 0,999).
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Ocorréncia de ICD e DNS apds a administracdo da estirpe Z31

Nas amostras fecais coletadas um dia ap6s a administracdo da Z31, 56,3% dos animais
apresentavam algum nivel de DNS, com uma ocorréncia de 46,6% no grupo tratado contra 66,6%
no grupo controle (P = 0,009). A ocorréncia de diarreia encontrada em ambos 0s grupos neste
momento (dia 1) foi menor do que a ocorréncia prévia, mensurada antes da administragdo da Z31
(p <0,05). Além disso, os escores de diarreia nos animais controle foram maiores gue nos animais
tratados (Figura 14).
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Figura 14. Escores de diarreia em leitdes do grupo tratado com a estirpe ndo toxigénica de
Clostridioides difficile Z31 e do grupo controle. Letras diferentes significam diferengas
estatisticas pelo teste de Mann-Whitney (p < 0,05).

Os enteropatégenos C. difficile, C. perfringens tipo A B2-positivo e ETEC foram novamente
encontrados um dia ap6s a administracdo da estirpe Z31. A tabela 9 sumariza a taxa de isolamento
dos enteropatdgenos em cada uma das salas de maternidade e na granja como um todo 24 h apds
a administracdo da estirpe Z31.

Tabela 9. Taxa de isolamento de C. difficile toxigénico (CD), Clostridium perfringens tipo A 32-
positivo (CP) e Escherichia coli enterotoxigénica (EC) em animais tratados com a estirpe nao
toxigénica de C. difficile Z31 e animais controle de trés salas de maternidade diferentes (S1, S2 e
S3) em uma granja de suinos. Letras diferentes na mesma coluna significam diferencas estatisticas
entre as taxas de isolamento nos animais tratados e controle pelo teste exato de Fisher (p < 0,05).

Grupo S1 (%) S2 (%) S3 (%) Granja (%)

CD CP EC CD CP EC CD CP EC CD CP EC

Tratados 20.0° 300 00 33 100 100 0.0 10.0° 200 7.8° 16.7° 10.0

Controle 54.2*® 16.7 125 188 313 94 17.9* 429*° 143 28.6*° 31.0° 119

Total 352 241 56 113 210 97 8.6 259 172 178 236 109
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Os maiores escores de diarreia foram encontrados em animais com ICD e, curiosamente, animais
positivos para ETEC e C. perfringens tipo A tiveram escores de diarreia menores que animais
com ICD, porém maiores que animais nos quais ndo foi isolado nenhum patégeno (p < 0,05;
Figura 15).

35 a
a
o | ¥
T}
=
B 24
T
3
7] b b
S
o ]
Q
Lluj Cc
¥
0 1 T | 1 |
Q ¢ 20
\() 009 «QI bo oc';b
R A
N .
& & &
& 3 <
Q PRe ]
G é‘b

Figura 15. Escores de diarreia em leitdes com um dia de idade de acordo com o agente infeccioso.
ICD: infeccdo por Clostridium difficile; ETEC: Escherichia coli enterotoxigénica. Letras
diferentes significam diferencas estatisticas pelo teste de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney (p <
0,05).

Os resultados da ICD de cada uma das salas de maternidade (S1, S2 e S3) e da granja como um
todo apds a administragdo da estirpe Z31, estdo resumidos na tabela 10. A ocorréncia da ICD nos
animais tratados foi de 7,8% versus 25,0% no grupo controle (P = 0,003). Os resultados de ambos
0s grupos sao significativamente menores do que a incidéncia anterior (p < 0,05).

Tabela 10. Ocorréncia da infeccdo por C. difficile (ICD) determinada pela deteccdo de toxinas
A/B em fezes de leitBes tratados com a estirpe ndo toxigénica de C. difficile Z31 e animais controle
alocados em trés diferentes galpdes maternidade (S1, S2 e S3) em uma granja de suinos. Letras
diferentes em colunas significam diferengas estatisticas entre o grupo tratado e o grupo controle
pelo teste exato de Fisher (p < 0,05).

Grupos S1 (%) S2 (%) S3 (%) Granja (%)

Tratado 23.3 0.0 0.0 7.8

Controle 54.2° 12.5 14.3* 25.0°
Total 37.0 6.5 6.9 16.1
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Considerando os galpes individualmente, houve reducdo significativa da ICD nos animais que
receberam a estirpe Z31 em S1 (P = 0,026) e S3 (P = 0,048). Além disso, a administragdo da
estirpe Z31 foi capaz de prevenir a doenga em todos os animais em S2 e S3, nas quais a ocorréncia
no grupo controle foi inferior a 15,0%. Em S1, as fezes coletadas de alguns animais tratados foram
positivas para as toxinas A/B, entretanto, além da ocorréncia ter sido significativamente reduzida,
a diarreia foi mais leve quando comparada ao grupo controle correspondente (Figura 16).
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Figura 16. Escores de diarreia em leitbes dos grupos tratados e controle que desenvolveram
infecgdo por C. difficile (ICD). Letras diferentes significam diferencas estatisticas pelo teste de
Mann-Whitney (p < 0,05).

Os dados microbiolégicos ap6s a administracdo da estirpe Z31 sdo mostrados na tabela 9. Todos
os isolados toxigénicos de C. difficile foram considerados sequence type (ST) 11 e uma reducéo
foi observada na disseminacdo fecal de C. difficile toxigénico no grupo tratado (P = 0,003),
especialmente em S1 e S3. Notavelmente, uma correlagdo positiva entre a deteccdo de toxinas
AJB e cultura toxigénica foi encontrada (Spearman p = 0,859, P <0,001).

A estirpe Z31 foi isolada em 73,3% dos animais tratados e em 20, 2% dos animais controle (P <
0,001) e todas as estirpes ribotipadas foram consideradas ribotipo (RT) 009. Tanto no grupo
tratado quanto no grupo controle, o escore de diarreia dos animais em que foi detectada
eliminacdo fecal da estirpe Z31 foi estatisticamente inferior quando comparado aos animais
negativos para a estirpe Z31, como pode ser observado na figura 17.

A ocorréncia de C. perfringens tipo A 32-positivo (23,6%) e ETEC (10,9%), apds a administracdo
de Z31, foi semelhante a ocorréncia calculada antes da administragdo de Z31. Por outro lado, a
ocorréncia de C. perfringens tipo A 2-positivo foi maior no grupo controle quando comparado
aos animais tratados (P = 0,032; tabela 9). A coinfeccdo de dois ou mais patégenos foi encontrada
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em seis casos (Tabela 11). Os escores de diarreia nesses animais foram semelhantes aqueles com
ICD e C. difficile toxigénico esteve presente em cinco dos seis casos.
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Figura 17. Escores de diarreia em leitbes dos grupos tratado e controle de acordo com o
isolamento fecal da estirpe Z31. Letras diferentes significam diferencas estatisticas pelo teste de
Mann-Whitney (p < 0,05).

Tabela 11. Coinfecc@es e escore de diarreia em leitdes de um dia de vida do grupo tratado com a
estirpe ndo toxigénica de C. difficile Z31 e do grupo controle nas trés salas de maternidade
diferentes (S1, S2 e S3) em uma granja de suinos.

Galpdo Grupo Toxinas C. difficile E. coli C. Escore
A/B toxigénico  enterotoxigénica  perfringens de

tipo A B2+  diarreia
S1 Tratado + + - + 2
S1 Controle + + + - 3
S3 Controle + + + + 2
S3 Controle + + - + 2
S3 Controle - - + + 2
S3 Controle + + + + 2

5.4. Discusséo
Producao de esporos
Em um estudo anterior, a dosagem de 1 x 10° esporos por animal foi utilizada com sucesso para
prevenir a ICD em modelo experimental utilizando leitdes (Oliveira Junior et al., 2019) e,

portanto, foi definida como a dose a ser utilizada no presente estudo. Assim, o nimero de esporos
produzidos em cada frasco de cultura de 500 mL neste estudo seria suficiente para ser utilizado
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em 100 leitdes neonatos (Oliveira Janior et al., 2018). As técnicas usadas para estimar a
porcentagem de esporos exibiram resultados diferentes, muito provavelmente devido ao fato da
técnica de Wirtz-Conklin ser mais subjetiva e ser da possibilidade de corar de alguns bastonetes
ndo viaveis (Hamouda et al., 2002). No entanto, os percentuais de esporos acima de 90%,
encontrados na contagem bacteriana, foram semelhantes aos estudos anteriores com a Z31,
revelando sua boa capacidade de esporulacdo sem etapas adicionais (Oliveira Junior et al., 2016,
2019). A alta producdo de esporos é uma caracteristica altamente desejavel caso a estirpe Z31
venha a ser produzida em larga escala para fins comerciais (Songer et al., 2007).

Ocorréncia prévia de ICD e DNS na fazenda

A amostragem de fezes antes da administracéo da estirpe Z31 demonstrou que mais de 50% dos
leites com um dia de idade estavam colonizados com C. difficile toxigénico. Esse achado esta de
acordo com estudos prévios que encontraram esse patégeno como comumente associado a essa
faixa etaria (Songer, 2004; Weese et al., 2010; Hopman et al., 2011). Além disso, a deteccdo de
C. difficile toxigénico foi altamente correlacionada com a deteccdo de toxinas A/B. Em adicéo,
todos os animais em que foram detectadas toxinas A/B apresentaram algum nivel de diarreia,
apontando para uma alta ocorréncia de ICD (Songer, 2004; Knight et al., 2014; Oliveira Janior et
al., 2019). A morbidade da ICD em granjas de suinos é comumente em torno de 20%, mas pode
ser superior a 50% com casos de diarreia também mais evidentes, como foi observado no presente
estudo (Songer, 2004; Lippke et al., 2011; Cruz Junior et al., 2013; Silva et al., 2013c). A auséncia
de Rotavirus foi inesperada, uma vez que o patdgeno é bem disseminado entre as granjas e uma
causa comum de diarreia neonatal (VVlasova et al., 2017). Especula-se que a vacinagdo das porcas
contra o patdgeno associada a uma adequada colostragem tenha protegido os animais nos
primeiros dias de vida. Embora C. perfringens tipo A e ETEC tenham sido detectados, tais
patdégenos nao foram associados a diarreia durante a avaliacdo prévia. Provavelmente a alta
ocorréncia de C. difficile tenha mascarado a a¢do dos demais patdgenos. Dessa forma, C. difficile
foi considerado o principal enteropatdgeno em leitdes de um dia de idade nesta granja.

Ocorréncia da ICD apds administragéo da estirpe Z31

A administracdo oral da estirpe Z31 em leitdes reduziu a ocorréncia da ICD na granja avaliada, e
estes resultados estdo de acordo com estudos anteriores nos quais a Z31 preveniu a ocorréncia de
ICD em modelos experimentais utilizando hamster e leites (Oliveira Janior et al., 2016, 2019).
O Unico relato do uso de uma estirpe NTCD em uma granja comercial encontrou uma ligeira
reducdo na deteccdo de toxinas A/B em leitbes, sugerindo que esta estratégia poderia trazer
beneficios para os animais sob risco (Songer et al., 2007). A exclusdo competitiva, baseada na
capacidade de adesdo de cada estirpe, € hipotetizada como o principal mecanismo de agdo das
estirpes NTCD na prevencédo da ICD (Songer et al., 2007; Natarajan et al., 2013; Gerding et al.,
2018). Esse mecanismo pode explicar a reducdo na intensidade da diarreia dos poucos leitbes que
desenvolveram ICD ap0s receberem a estirpe Z31 no presente estudo.

A Z31 também reduziu a eliminagdo fecal de estirpes toxigénicas de C. difficile nos animais
tratados. As estirpes toxigénicas isoladas no presente estudo foram classificadas pelo MLST como
ST11, tipo comumente identificado como RT 078 e RT 126, os quais sdo considerados 0s mais
comuns em suinos (Keel et al., 2007; Schneeberg et al., 2013; Knight and Riley, 2016; Oliveira
Junior et al., 2019). Estudos recentes tém sugerido que estirpes pertencentes ao ST11 estdo
relacionadas com o aumento da ICD associada a comunidade em humanos (Suo et al., 2017; Wu
et al., 2017). E importante lembrar que, na etapa anterior, a estirpe Z31 foi usada para prevenir a
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ICD em leitdes experimentalmente infectados com estirpes toxigénicas ribotipo 014/020 (ST2),
outro tipo encontrado com frequéncia em leitdes e humanos (Knight et al., 2015; Martin et al.,
2016; Oliveira Janior et al., 2019). Em conjunto, esses resultados sugerem que a Z31 é capaz de
prevenir o ICD em leitdes desafiados contra dois tipos de estirpes que figuram entre as mais
frequentemente associadas a doenga em humanos e leitdes. Portanto, o uso da Z31 como estratégia
preventiva esta em consonancia com o conceito de Sade Unica (Squire and Riley, 2013).

E digno de nota que a ocorréncia de ICD nos animais do grupo controle apds a administragio da
estirpe Z31 foi menor que a ocorréncia testada antes do experimento. A principal hipdtese para
explicar tal fato é que alguns leitbes ndo inoculados tenham sido colonizados pela estirpe Z31
apos ingerir esporos eliminados no ambiente, uma vez que os animais de diferentes grupos
compartilharam as mesmas instalaces. Deve-se ressaltar que a estirpe Z31 foi isolada nas fezes
de cerca de 20% dos animais do grupo controle, 0s quais apresentaram escores de diarreia
similares aos animais tratados. Esse possivel beneficio indireto é importante, uma vez gue nem
sempre é possivel atingir uma cobertura de 100% dos animais com um produto neonatal
administrado por via oral. Em contraponto, Songer et al. (2007) ndo observaram efeito positivo
ao aspergir estirpes NTCD nas tetas e perineo de porcas no pré-parto. Nesse sentido, novos
estudos podem ser feitos para avaliar os efeitos da administracéo da estirpe Z31 a curto, médio e
longo prazo em granjas comerciais.

Ocorréncia da DNS ap6s a administracéo da estirpe Z31

Os leitdes com ICD, principalmente aqueles que nédo receberam a estirpe Z31, apresentaram os
maiores escores de diarreia, e 0s resultados estdo de acordo com alguns estudos que sugerem que
C. difficile é uma das principais causas de DNS (Songer and Anderson, 2006; Cruz Junior et al.,
2013; Silva et al., 2013a, 2013c; McElroy et al., 2016). Apesar dos demais agentes ndo terem
sido associados a diarreia no levantamento prévio, ap6s a reducdo da ICD com a utilizagdo da
estirpe Z31, tanto E. coli como C. perfringens foram associados a uma diarreia branda. Nos
isolados de E. coli os fatores de viruléncia encontrados com mais frequéncia foram o STaP e a
adesina F5 (anteriormente K99), que sdo comumente relatados em isolados de ETEC em fezes de
leitbes com diarreia causada por esse agente (Gyles and Fairbrother, 2010). Por outro lado, a
associagdo de C. perfringens tipo A com diarreia foi surpreendente. Embora o gene cpb2
(codificador da toxina beta2) tenha sido encontrado em todos os isolados, ndo ha consenso sobre
seu papel ou sobre qualquer fator de viruléncia na indugdo de diarreia em suinos, dificultando a
diferenciagéo entre isolados de C. perfringens comensais e patogénicos (Cruz Junior et al., 2013;
Farzan et al., 2013; Allaart et al., 2014). Curiosamente, todos os leitdes com coinfecgdes
apresentaram diarreia moderada a grave, resultado similar a outros relatos que sugerem que a
associagdo entre patdgenos pode agravar os sinais clinicos (de la Fé Rodriguez et al., 2012; Wang
etal., 2013).

A reducdo no isolamento de C. perfringens em animais que receberam a estirpe Z31 merece
atencdo. Os estudos mostram que os dois microrganismos possuem diferentes tipos de adesinas e
ocupam diferentes nichos ecoldgicos, de forma que nao é provavel que tal reducdo também seja
por exclusdo competitiva (Briggemann and Gottschalk, 2008). Apesar disso, a coinfeccéo de C.
difficile e C. perfringens tipo A ou C j& foi descrita em cées e potros (Uzal et al., 2012; Diniz et
al., 2018). Em ambos 0s casos, 0s autores levantaram a hipétese de um possivel sinergismo entre
estas espécies. Neste cenério, hipotetiza-se que a redugdo na incidéncia da ICD, conferida pela
estirpe Z31, possa ter diminuido a colonizagdo por C. perfringens indiretamente.
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Como discutido anteriormente, C. difficile foi a principal causa de DNS nesta granja. Dessa forma,
a administracdo da estirpe Z31 foi capaz de reduzir a diarreia causada por esse agente e,
consequentemente, foi observada uma reducdo geral da DNS na granja em animais de um dia de
vida. Até onde sabemos, este € o primeiro relato em que uma estirpe NTCD reduziu de forma
eficiente e significativaa ICD, produzindo um impacto positivo na DNS em uma granja comercial
de suinos (Songer et al., 2007; Arruda et al., 2016). Dado que a DNS é um dos principais
problemas que afetam essa categoria suina, o uso de estratégias preventivas para reduzir a diarreia
é essencial e tem impactos praticos na cadeia produtiva (Larsson et al., 2016; Ruiz et al., 2016;
Oliveira Junior et al., 2019). Futuros estudos avaliando a DNS durante o periodo critico da ICD
(sete dias), o desempenho dos animais e a influéncia da administracdo na microbiota intestinal
podem ser importantes para uma caracterizacdo mais aprofundada dessa estratégia preventiva.

5.5. Concluséo

A estirpe ndo toxigénica de C. difficile Z31 foi capaz de reduzir a ocorréncia de infeccdo por C.
difficile e diarreia neonatal suina em leitdes com um dia de idade em uma granja comercial. O
presente trabalho confirma o potencial uso da estirpe Z31 como método preventivo contra a ICD
em leitdes convencionais.
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6. CAPI’TULO~4: AVALIAgAO DO CRESCIMENTO E ESPORULACAO DA
ESTIRPE NAO TOXIGENICA DE Clostridioides (Clostridium) difficile Z31 E
SUA VIABILIDADE A LONGO PRAZO

Trabalho publicado em
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Evaluation of growth and sporulation of a non-toxigenic strain of Clostridioides difficile
(Z31) and its shelf viability
Oliveira Junior, C. A.; Silva, R. O. S.; Cruz, D. S. G.; Pires, I. H.; Alves, G. G.; Lobato,
F.C.F.
Anexo09.14

Resumo

A administrac&o oral da estirpe ndo toxigénica de Clostridioides (Clostridium) difficile (NTCD)
Z31 demonstrou resultados promissores na prevengédo da infecgdo por C. difficile (ICD) em
hamsters e em suinos, tanto em modelo experimental quanto numa granja comercial, apontando
para seu grande potencial de ser usado como método preventivo da doenga em leitdes. O objetivo
deste trabalho foi avaliar cinco meios de cultura para o crescimento e esporulacdo da estirpe Z31
e avaliar a viabilidade de solucGes de esporos liofilizados da Z31 armazenados a 4 °C ou a 25 °C
por dois anos. O Meio Clostridial Reforgado (RCM) e o Caldo Infusdo Cérebro Coragéo (BHI)
proporcionaram a maior produgéo de esporos de Z31 entre 0os meios testados. Nos primeiros seis
meses de armazenamento das solugdes liofilizadas, foi observada uma reducdo na contagem de
esporos cultivaveis de aproximadamente 0,3 Logio UFC/mL (cerca de 50% da carga total) em
ambas temperaturas de armazenamento, no entanto, a partir desta data nenhuma reducdo
significativa na contagem de esporos foi observada. Nenhuma diferenca estatistica na
concentracdo de esporos foi encontrada entre as duas temperaturas de armazenamento de 6 a 24
meses. O presente trabalho mostrou que o BHI e 0 RCM sdo as melhores escolhas para o
crescimento e esporulacéo da estirpe Z31, e que a liofilizacdo mantém aproximadamente 40% da
carga total estavel por até dois anos refrigerado e a temperatura ambiente.

Palavras-chave: probiotico; meios de cultura; viabilidade a longo prazo; esporos.
6.1. Introducéo

Clostridioides (anteriormente Clostridium) difficile é um bacilo Gram-positivo, anaerdbio estrito,
esporulado e as estirpes podem ser classificadas como toxigénicas ou ndo toxigénicas baseado na
producdo de toxinas A, B e binéria (Natarajan et al., 2013; Lawson et al., 2016). C. difficile é
responsavel por colite pseudomembranosa em humanos, bem como diarreia em animais, como
suinos, equinos e cdes (Silva et al., 2013a; Martin et al., 2016). Apesar deste patégeno ser
considerado uma das causas mais importantes de diarreia neonatal em leites e uma possivel
zoonose, ndo ha nenhuma medida preventiva comercialmente disponivel (Songer and Anderson,
2006; Hensgens et al., 2012; Moono et al., 2016; Grzeskowiak et al., 2018).

O primeiro relato sugerindo um potencial protetivo de estirpes ndo toxigénicas de C. difficile
(NTCD) contra a infeccdo por C. difficile (ICD) data de 1983 (Wilson and Sheagren, 1983). Desde
entdo, essa estratégia foi testada em diversos modelos animais visando a prevencao da doenca em
humanos, obtendo resultados promissores (Sambol et al., 2002; Steele et al., 2010; Nagaro et al.,
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2013) A utilizacdo das estirpes NTCD tém sido alvo de estudos mais recentes, demonstrando bons
resultados na prevencao da recorréncia da doenca (Villano et al., 2012; Gerding et al., 2015,
2018). Em suinos, estirpes NTCD foram capazes de reduzir a deteccao de toxinas A/B e de lesbes
microscopicas nos animais (Songer et al., 2007; Arruda et al., 2016).

Baseando-se nestes estudos, desenvolveu-se um trabalho avaliando estirpes NTCD no Brasil
visando a prevencdo da doenca em suinos (Oliveira Juanior et al., 2016). O sequenciamento
gendémico completo de uma destas estirpes, denominada Z31, demonstrou a presenca de
importantes genes relacionados a colonizagao do hospedeiro (Pereira et al., 2016). Em sequéncia,
foi demonstrada a capacidade da Z31 de prevenir a ICD em hamsters (Oliveira Junior et al., 2016),
em leitGes em modelo experimental (Oliveira Junior et al., 2019a) e em leitdes de um dia de vida
em uma granja comercial (Oliveira Junior et al., 2019b), como relatado nos capitulos anteriores.
Apesar destes resultados, dados como uma boa producdo in vitro e manutencdo de uma
viabilidade de esporos a longo prazo sdo cruciais para a utilizacdo comercial de uma estirpe
NTCD visando a prevencdo da ICD. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar cinco meios
de cultura para o crescimento e esporulacdo da estirpe Z31 e avaliar a viabilidade temporal de
uma solucéo de esporos liofilizada de Z31 mantida em duas temperaturas diferentes por dois anos.

6.2. Material e métodos
Estirpe

A estirpe Z31 foi isolada de um cédo saudavel, em fevereiro de 2009, na cidade de Belo Horizonte
(MG) etipificada como PCR ribotipo (RT) 009, e sequence-type (ST) 3 (Silva et al., 2013b, 2015;
Pereira et al., 2016). A estirpe possui 0s genes de resisténcia tetM e ermB e apresentou resisténcia
a clindamicina e lincomicina in vitro (Oliveira Junior et al., 2016; Pereira et al., 2016).
Experimentalmente, a Z31 apresentou maior potencial de crescimento in vitro quando comparada
com outras NTCD (Oliveira Junior et al., 2016), preveniu a doenga em hamster em modelo
experimental (Oliveira Junior et al., 2016) e em leitdes em modelo experimental e a campo
(Oliveira Janior et al., 2019a, 2019b).

Meios de cultura

Cinco meios de cultura diferentes foram utilizados. Dois deles foram produzidos de acordo com
as recomendagdes dos fabricantes: Caldo de Infusdo Cérebro Coracao (BHI, Oxoid, Reino Unido)
e Meio Clostridial Refor¢ado (RCM, Difco, EUA). O terceiro meio foi o BHI suplementado com
0,1% de L-cisteina (Merck, EUA) e 0,5% de Extrato de Levedura (Difco, EUA) (BHIS) (Zidaric
and Rupnik, 2016). O quarto era composto por 1,5% de Triptose (Difco, EUA) e 1,0% de Extrato
de Levedura. (Difco, EUA) (TY) (Atlas, 1946). Finalmente, foi utilizado um caldo de esporulagao
que continha 1,5% de Triptose (Difco, EUA), 1,1% de Hidrogenofosfato de Sodio (Na:HPOs,,
Synth, Brasil), 0,3% de Amido (Merck, EUA), 0,3% de Extrato de Levedura (Difco, EUA), 0,1%
de Tioglicolato de Sodio (Synth, Brasil) e 0,01% de Sulfato de Magnésio (MgSQa, Synth, Brasil)
(SB) (Atlas, 1946).

Crescimento e producéo de esporos da estirpe Z31
A estirpe Z31 foi primeiramente cultivada em agar Mieller Hinton (Oxoid, Reino Unido)

suplementado com 5% de sangue equino e 0,1% de taurocolato de sodio (Sigma-Aldrich, EUA)
(AST) em cdmara de anaerobiose (Thermo Fisher Scientific, EUA) (80% N, 10 % CO,, 10% H,)
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durante 48 h. Colbnias oriundas desse plaqueamento foram diluidas em tampéo fosfato salina
(PBS - 1x, pH 7,4), até a solucéo atingir a 1 da escala de McFarland (~ 3,0 x 108 UFC/mL).
Posteriormente, 5,0 uL desta solucdo foram inoculados em 5,0 mL de cada um dos meios de
cultura previamente descritos (propor¢do 1: 1000) e incubados sob condi¢des anaerobias, a 37 °C
por 5 dias (Zidaric and Rupnik, 2016). Apds esse periodo, as culturas foram mantidas em
aerobiose a 25 °C £ 2 °C até ao dia 30. As contagens foram realizadas nos dias 3, 5, 10, 15 e 30.
Os ensaios foram realizados em sextuplicatas para cada meio em cada momento experimental.

Para determinar o crescimento da Z31, a solugdo de cada tubo foi homogeneizada, diluida
seriadamente em PBS, estriada em AST e incubada sob condic¢des de anaerobiose durante 2 dias.
Para mensurar a producdo de esporos, 0 mesmo procedimento foi realizado, com a adi¢do de um
tratamento térmico (20 min, 70 °C) para eliminar as células vegetativas antes da dilui¢do seriada
(Oliveira Junior et al., 2016; Zidaric and Rupnik, 2016). Placas contendo 30 a 300 coldnias foram
utilizadas para quantificar as unidades formadoras de colénia por mililitro (UFC/mL). A
frequéncia de esporulagéo foi calculada dividindo a contagem de esporos pela contagem total
(esporos mais células vegetativas).

Liofilizac&o e viabilidade a longo prazo

Para a liofilizaco, a solucéo de esporos de C. difficile foi produzida em BHI de acordo com um
método previamente descrito com algumas adaptagdes (Yang et al., 2009). Resumidamente,
foram realizados dois passos de pré-inoculagdo em que cada etapa continha 10% do volume total
do in6culo seguinte e foi incubada por 24 h sob condi¢des de anaerobiose. C. difficile foi cultivado
em frascos contendo 500 mL de BHI, os quais foram incubados em anaerobiose por 120 h,
seguido de aerobiose por 120 h. Apos este periodo, a solucéo foi centrifugada (3000 x g, 30 min,
4 °C) (Hettich, Alemanha) e o sedimento foi submetido a um choque com alcool etilico 96° (1:2
v/v), a 37 °C, durante 30 min. A solucdo foi novamente centrifugada e o sedimento foi
ressuspendido com o mesmo volume de PBS. Este procedimento foi repetido oito vezes. A
solugdo foi entdo submetida a um tratamento térmico (20 min, 70 °C) para eliminar as células
vegetativas. Trés aliquotas de cada solugdo foram testadas usando a técnica de coloracéo de Wirtz-
Conklin (Hamouda et al., 2002) para determinar a proporc¢do de esporos usando microscopia
oOptica (Nikon, Japdo).

As solugdes de esporos foram submetidas ao teste de pureza, o qual teve duracéo total de 15 dias.
Para avaliacdo de contaminacgdo por bactérias aerdbias, foi usado caldo BHI e 4gar Mieller Hinton
suplementado com 5% de sangue equino (AS), mantidos em aerobiose, a 37 °C. Para
contaminagdo fangica, foi utilizado agar Sabouraud (Oxoid, Reino Unido) em aerobiose, a 24 °C.
A contaminagdo com outros anaerobios foi avaliada pelo plaqueamento AS seguido de PCR
multiplex para identificacdo de C. difficile, conforme previamente descrito (Silva et al., 2011).

As solucdes puras foram reunidas e a solucéo final foi usada para contagem de esporos conforme
mencionado anteriormente. Em seguida, a solucéo foi diluida para uma concentracao final de 1 x
108 esporos/mL e 1 mL desta solucédo foi aliquotado em tubos de penicilina, os quais foram
congelados (24 h, -80 °C), liofilizados em um liofilizador de bancada (Enterprise, Terroni, Brasil),
e mantidos em duas temperaturas diferentes (4 °C e 25 °C) por dois anos. As contagens
subsequentes seguiram o mesmo protocolo descrito, e foram realizadas apés ressuspensdo das
aliquotas com 1 mL de PBS. As analises foram feitas em triplicata um dia ap6s o procedimento
de contagem, mensalmente por 12 meses e novamente aos 18 e 24 meses pés-liofilizacéo.
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Analise estatistica

As contagens de esporos foram transformadas através do logaritmo de base 10 e analisadas por
ANOVA e pelo teste t de Student. Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Foram construidas regressdes lineares e ndo lineares para os dados relacionados a
viabilidade a longo prazo. As andlises foram realizadas no GraphPad Prism 7 (GraphPad
Software, EUA).

6.3. Resultados
Crescimento e esporulacéo

O crescimento da estirpe Z31 variou de 3,86 x 10* UFC/mL (TY, 3 dias) e 7,15 x 10° UFC/mL
(RCM, 5 dias). A producéo de esporos da Z31 variou de 2,24 x 10* UFC/mL (TY, 3 dias) para
6,57 x 10° UFC/mL (BHI, 5 dias). No dia 3, foi observado maior crescimento bacteriano e
producdo de esporos no RCM. A partir do dia 5 em diante, tanto o RCM quanto o BHI
demonstraram resultados semelhantes, seguidos pelos meios SB, BHIS e TY (Figura 18).
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Figura 18. Contagem de esporos (Logio) da estirpe Z31 em cinco diferentes meios de cultura. Os
meios foram incubados em condic¢Oes anaerdbicas a 37 °C até o dia 5, posteriormente foram
mantidos em condicOes aerdbicas a 25 °C até o final da experimentacao.

A frequéncia de esporulagdo nos momentos 3 e 5 dias variou entre 68% e 80% para todos 0s
meios de cultura testados, exceto no BHIS, que apresentou taxa de esporulacdo abaixo de 50%
em ambos 0s momentos. Apds armazenamento em aerobiose, todos os meios de cultura
apresentaram taxas de esporulacdo acima de 98% nos dias 10, 15 e 30 (Figura 19).
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Figura 19. Frequéncia de esporulacdo da estirpe Z31 para 0s cinco meios testados. Letras
diferentes no mesmo momento de avaliagdo indicam diferencas estatisticas entre as taxas de
esporulacdo de Z31 induzidas pelos meios de cultura naquele momento (p < 0,05).

Viabilidade a longo prazo

Apos a producdo de esporos, solucdes de 1 mL contendo 1 x 10® esporos da Z31 foram
liofilizadas, armazenadas a 4 °C (resfriadas) ou a 25 °C (temperatura ambiente) e testadas quanto
a sua viabilidade a longo prazo durante o periodo de 24 meses. Nos primeiros seis meses, em
ambas temperaturas de armazenamento, houve uma reducdo de cerca de 50% da carga total de
esporos liofilizados; no entanto, essa diminuig¢do foi seguida pela manutengdo da contagem de
esporos (Figura 20A). Diferencas estatisticas entre as duas temperaturas de armazenamento foram
observadas apenas no quarto e quinto meses, com maiores concentracfes de esporos nas amostras
mantidas & temperatura ambiente. Nao foram encontradas diferencas estatisticas do més 6 até o
final do experimento.

Uma regressdo linear realizada com os dados dos primeiros 12 meses de contagem e estimou que
as concentrac@es de esporos da Z31 obtidas apds 24 meses de armazenamento seriam de 1,66 x
107 UFC/mL para as amostras resfriadas e 1,55 x 10" UFC/mL para as amostras a temperatura
ambiente, com valores de R? de 81,0% e 94,4%, respectivamente (dados ndo demonstrados).
Também foi realizada uma regressdo ndo linear utilizando todos os dados obtidos neste
experimento (Figura 20B), pois a concentracdo de esporos mostrou relativa estabilidade nos
Gltimos meses de mensuracdo. A concentracao estimada de esporos da Z31 deste modelo durante
o periodo estavel foi de 4,16 x 10" UFC/mL para o armazenamento resfriado e 3,85 x 10’ UFC/mL
para armazenamento a temperatura ambiente (R? de 90,58% e 90,67%, respectivamente). Estes
resultados foram estatisticamente semelhantes as concentraces reais encontradas na Ultima
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contagem do experimento (4,17 x 10" UFC/mL para amostras resfriadas e 3,92 x 10’ UFC/mL
amostras a temperatura ambiente).
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Figura 20. Contagens de aliquotas liofilizadas de esporos da estirpe Z31 armazenadas durante
um periodo de 24 meses a4 °C ou 25 °C. (A) Contagem de esporos e o desvio padrdo das amostras
a em cada um dos momentos analisados. (B) Modelo de regresséo ndo linear dos dados originais.
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6.4. Discusséo
Crescimento e esporulacdo da estirpe Z31

A ICD é uma doenca importante tanto em humanos quanto em animais domésticos e o uso de
terapias baseada em microrganismos pode ser uma alternativa viavel para prevenir essa doenca
(Arruda et al., 2016; Mills et al., 2018). A estirpe Z31 é uma possivel candidata a ser utilizada na
prevengdo de ICD, devido aos resultados promissores obtidos em etapas anteriores (Oliveira
Junior et al., 2016, 2019a, 2019b; Pereira et al., 2016). Apesar desses resultados, é essencial
entender as caracteristicas de crescimento e esporulacdo in vitro da estirpe Z31 para avaliar a
viabilidade de seu uso comercial. A quantificacdo de células totais e esporos no presente estudo
foi realizada com base em unidades formadoras de colonias (UFC), semelhante a outros trabalhos
(Akerlund et al., 2008; Merrigan et al., 2010; Zidaric and Rupnik, 2016). Experimentos com
estirpes toxigénicas de C. difficile encontraram concentracdes de esporos entre 1 x 10° e 1 x 107
UFC/mL ap6s 2 dias de incubacéo e acima de 1 x 10" UFC/mL ap6s 3 e 5 dias de incubagéao
(Merrigan et al., 2010; Zidaric and Rupnik, 2016). Embora esses valores sejam superiores aos
encontrados no presente estudo, as comparagdes entre os diferentes estudos devem ser feitas com
cautela, pois mesmo pequenas diferencas nos métodos podem causar alteragfes significativas no
crescimento e esporulacdo das estirpes (Burns and Minton, 2011). Apesar disso, a média das
concentragdes de esporos encontradas nos dois meios de cultura com melhor performance no
presente estudo (RCM e BHI) foram cerca de 6 vezes maiores que a concentracao sugerida para
prevenir CDI em suinos (1 x 106 esporos/mL), o que poderia representar uma produtividade viavel
caso esse valor seja mantido em larga escala (Oliveira Junior et al., 2019a).

Como dito anteriormente, os meios com melhores performances para o crescimento e esporulacao
da estirpe Z31 no presente estudo foram 0 RCM e o BHI. O RCM, um meio especifico para o
género Clostridium possui 0s componentes e nutrientes necessarios para o crescimento de C.
difficile e outras bactérias anaerdbicas (Hafiz and Oakley, 1976). Embora este meio tenha
fornecido condi¢bes adequadas para o crescimento e producdo de esporos durante este
experimento, a adi¢do de agar em sua formula dificulta a separacdo dos esporos, 0 que poderia
ser uma limitac&o para a producéo em larga escala. Nesse sentido, o cultivo em BHI parece ser a
melhor opcéo entre os meios testados, ja que demonstrou resultados semelhantes ao RCM e é um
meio de cultura mais pratico e com custo mais acessivel.

Alguns estudos que avaliaram o crescimento e esporulagédo de C. difficile utilizaram o meio BHIS
(Burns et al., 2010; Zidaric and Rupnik, 2016); entretanto, no presente estudo, os cultivos neste
meio produziram uma concentracdo de esporos dez vezes menor que a produzida na cultura com
BHI. A adicao de L-cisteina no BHIS é a principal diferenca deste caldo em comparacéo ao BHI.
Embora néo seja essencial para o crescimento, a cisteina € uma das principais fontes de carbono
e energia de C. difficile quando adicionada a um meio de cultura e é consumida no inicio da fase
de crescimento (Neumann-Schaal et al., 2015). A cisteina também leva a alteragdes no
metabolismo do C. difficile, como reducédo na producdo de toxinas, acidos graxos de cadeia curta
(AGCCs) e enzimas, incluindo a 3-hidroxibutiril-CoA desidrogenase (Karlsson et al., 2000). Essa
enzima é responsavel pela conversdo de AGCCs em cetonas e alcoois em Clostridium
acetobutiricum. Esse processo esta ligado a esporulagdo em C. acetobutiricum, de forma que 0s
mutantes incapazes de converter acido butirico em butanol possuem uma esporulacdo deficiente
(Mattsson and Rogers, 1994). Caso C. difficile possua vias metabdlicas semelhantes, esse
processo pode ter levado & uma baixa taxa de esporulacdo da estirpe Z31 quando cultivada em
BHIS (Figura 19). Vale ressaltar que a inclusdo de cisteina em meios de cultura anaerdbios é
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bastante comum, pois é um agente redutor que melhora o crescimento de bactérias anaerébias
quando as condig¢Bes ndo sdo 6timas (Edwards et al., 2013; Cadnum et al., 2014). Curiosamente,
alguns meios de cultura indicados para esporulacdo utilizam cisteina, mesmo em concentracdes
mais altas quando comparadas ao presente estudo (Edwards and McBride, 2016). No entanto,
existem muitas diferencas entre os padrdes de esporulacdo de cada estirpe, 0 que dificulta as
generalizacOes e reforca a importancia de estudos especificos para avaliar o crescimento e
esporulacdo de uma estirpe em particular (Zidaric and Rupnik, 2016).

Com excecdo do BHIS, a taxa de esporulacdo no presente estudo foi superior a 68% apos trés
e/ou cinco dias de cultivo. Estudos prévios avaliando diferentes estirpes de C. difficile
encontraram taxas de esporulacdo entre 1% e 60% ap0s dois ou trés dias de cultura, com algumas
evidéncias de que estirpes endémicas e hipervirulentas estdo associadas a maiores taxas de
esporulacdo (Akerlund et al., 2008; Underwood et al., 2009; Burns et al., 2010; Merrigan et al.,
2010). Sabe-se que a producéo de esporos aumenta com o tempo de incubag&o, e estudos recentes
mostraram que mesmo estirpes ndo endémicas podem esporular em altas taxas (Burns et al., 2010;
Vohra and Poxton, 2011; Zidaric and Rupnik, 2016). Neste contexto, a Z31 parece ser uma estirpe
com uma taxa de esporulacdo relativamente alta, confirmando um estudo anterior em que a Z31
foi a estirpe mais eficiente na produgdo de esporos quando comparado a outas quatro NTCD
isoladas de diferentes animais (Oliveira Junior et al., 2016). Essa é uma caracteristica importante
a ser considerada visando a utilizacdo da estirpe como método preventivo, uma vez que a
administracdo de esporos, e ndo celulas vegetativas, é capaz de conferir protecdo contra a doenca
(Songer et al., 2007; Oliveira Junior et al., 2019a).

Vale ressaltar que a taxa de esporulacdo encontrada no presente estudo foi superior a 98% apos o
armazenamento em aerobiose, e a concentracdo de esporos foi mantida do dia 5 até o final do
experimento em todos os meios de cultura. O oxigénio presente na atmosfera é toxico para
microrganismos anaerébios, como C. difficile. Em condi¢Bes aerobias, as células vegetativas
sofrem apoptose ou iniciam o processo de esporulagdo (Cadnum et al., 2014). Apesar disso, a
obtencdo de uma solugdo com alta proporcdo de esporos € dificil em culturas de Clostridium,
levando a exigéncia de etapas adicionais como tratamento térmico, choque com alcool, sonicacao,
tratamento enzimatico, centrifugacdo ou uma combinacdo desses métodos (Grecz et al., 1962;
Yang et al., 2009; Paredes-Sabja et al., 2012). A estirpe Z31 apresentou uma alta taxa de
esporulacao sem etapas adicionais, 0 que € uma caracteristica promissora para seu potencial uso
em escala comercial.

Viabilidade temporal

Os esporos de C. difficile séo comumente armazenados resfriados ou congelados e a concentragdo
de esporos nessa condicdo de armazenamento é geralmente mantida ou levemente reduzida entre
30 e 56 dias de armazenamento (Weese et al., 2000; Freeman and Wilcox, 2003; Mah et al.,
2009). Na primeira etapa do presente estudo, a concentracdo de esporos manteve-se estavel em
solugBes mantidas a 4 e 25 °C por 30 dias. A escolha das duas temperaturas de armazenamento
neste estudo foi feita considerando os resultados anteriores e a dificuldade de se manter uma
cadeia de frio para entrega comercial de produtos em muitas regides do pais. Além disso, embora
estudos prévios tenham armazenado esporos em forma de solucdo de esporos, a opcdo de
liofilizacdo foi selecionada porque este método é um dos mais eficientes para conservacdo
bacteriana a longo prazo e € frequentemente aplicado para uso biotecnoldgico ou comercial
(Gitaitis, 1987; Milosevic et al., 2007; Hoefman et al., 2012).
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Nos primeiros seis a 12 meses de armazenamento, houve uma queda substancial na concentracdo
de esporos em ambas as temperaturas. Sabe-se que alguns esporos séo capazes de germinar em
condicBes adversas devido a defeitos no exdsporo ou ativacdo espontanea de fatores genéticos
ligados a germinacdo (Paredes-Sabja et al., 2014). Nesse caso, a diminuicdo na contagem de
esporos poderia ser explicada por apoptose de células vegetativas oriundas destes esporos. Outra
explicacdo possivel estd ligada a superdorméncia dos esporos. Estes esporos se tornam ndo
cultivaveis em plaqueamento direto em resposta a algum fator externo, porém se demonstram
viaveis apds passagem em meios liquidos ou in vivo (Rodriguez-Palacios and LeJeune, 2011).
Dessa forma, as contagens de esporos obtidas no presente estudo provavelmente foram
subestimadas devido a superdorméncia. Os resultados obtidos nos Gltimos 12 meses de
experimentacdo demostraram gque a contagem de esporos se manteve estavel, sugerindo que 0s
processos de germinagdo espontanea e superdorméncia tenham diminuido ou cessado (Rodriguez-
Palacios and LeJeune, 2011; Paredes-Sabja et al., 2014).

E importante ressaltar que as formas de armazenamento proporcionaram a mesma concentragio
final de esporos. Dessa forma, a manutencéo da cadeia de frio, que aumenta 0s custos e nao é
pratica em muitas situagdes, ndo seria necessaria para o armazenamento das amostras liofilizadas
da estirpe Z31 (Lloyd and Cheyne, 2017). Além disso, as etapas anteriores usando a estirpe Z31
na prevencéo de ICD em leitdes utilizaram a dosagem de 10° esporos por animal (Oliveira Junior
et al., 2019a, 2019b). Seguindo estas recomendacdes, 0 nimero de esporos cultivaveis de Z31
encontrados em uma Unica aliquota ap6s dois anos de armazenamento (em torno de 4,0 x 107
UFC/mL) poderia ser utilizado em 40 animais, demonstrando um alto rendimento, o que poderia
diminuir os custos do uso comercial desta estratégia.

6.5. Concluséao

A estirpe Z31 apresentou alta taxa de esporulagdo quando cultivada em BHI e RCM, e estes
esporos foram relativamente estveis apds dois anos de armazenamento sob condigdes de
temperatura ambiente e resfriadas, demonstrando um bom potencial de uso comercial.
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7. CONSIDERAGCOES FINAIS

Como pontuado ao longo deste documento, C. difficile € um dos principais causadores de diarreia
neonatal suina e a falta de uma medida preventiva contra a ICD é um dos principais desafios para
o controle deste problema. Ao longo dos anos, os suinocultores tém acumulado perdas produtivas
e 0s suinos tem funcionado como uma maquina amplificadora do patégeno, gerando um risco
iminente de contaminacao para 0s seres humanos. Este cenario requer a implantacao de medidas
eficientes e urgentes para controlar o problema, o que motivou o estudo a respeito das estirpes
ndo toxigénicas de C. difficile (NTCD) pela equipe do Laboratério de Anaerdbios.

As estirpes NTCD ja estavam sendo estudadas por outros grupos cientificos objetivando a
prevencdo da doenga em humanos e apresentaram resultados promissores em modelos animais.
Nesse contexto, a equipe do Laborat6rio de Anaerdbios realizou uma triagem entre cinco estirpes
NTCD previamente isoladas de animais domésticos, selecionando a estirpe Z31 para teste em
hamsters. Nesta etapa, a Z31 foi capaz de proteger todos os animais contra a ICD; resultado que
estimulou o presente estudo.

Este estudo demonstrou que a estirpe Z31 possui um aparato genético adequado para a proposi¢do
de prevenir a doenca pelo mecanismo de exclusdo competitiva, o que foi confirmado em modelo
experimental suino e em uma granja comercial. Além disso, a estirpe demonstrou boa producgéo
de esporos in vitro, 0s quais se mantem adequadamente viaveis por dois anos quando liofilizados.
Vale ressaltar que os dados do sequenciamento propiciaram a rastreabilidade da estirpe,
importante para fins cientificos e comerciais. Acreditamos que a fungdo da ciéncia va além da
producdo de teses e artigos cientificos, de forma que é importante atingir o limite do conhecimento
da humanidade, tentar amplia-lo e fazer com que a sociedade se aproprie desse conhecimento
gerado. Nesse contexto, ap6s a demonstracdo que a estirpe Z31 é capaz de prevenir a doenga em
suinos, foi realizado o depésito de Know-how na UFMG (Anexo 9.5) e as negociagdes ja estdo
abertas com empresas interessadas em produzir tal tecnologia e disponibilizar para aqueles que
foram a motivacéo do presente estudo.

Em um futuro breve, esperamos que esta tecnologia esteja acessivel para os suinocultores e que
possamos ampliar os estudos da estirpe Z31 visando a sua utilizagéo para a prevengéo da ICD em
outros animais domésticos e em seres humanos. Dessa forma finalizaremos um trabalho que
contou com a colaboracdo de diversas pessoas em prol da ciéncia, dos animais e da sociedade.
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8. ANEXOS

8.1.  Artigos publicados

8.1.1. Artigo publicado referente ao capitulo 1

PEREIRA, F. L. et al. Complete genome sequence of Peptoclostridium difficile strain Z31. Gut

Pathogens, v. 8 n. 1, p. 11, 1 dez. 2016. Disponivel em:
<http://www.gutpathogens.com/content/8/1/11>.

134



Pereira et al. Gut Pathog (2016) 8:11
DOI 10.1186/513099-016-0095-3

Complete genome sequence

Gut Pathogens

@ CrossMark

of Peptoclostridium difficile strain Z31

Felipe L. Pereira', Carlos A. Oliveira Junior?, Rodrigo O. S. Silva?, Fernanda A. Dorella', Alex F. Carvalho',
Gabriel M. F. Almeida', Carlos A. G. Leal, Francisco C. F. Lobato?" and Henrique C. P. Figueiredo'>""

Abstract

Background: Peptoclostridium (Clostridium) difficile is a spore-forming bacterium responsible for nosocomial infec-
tions in humans. It is recognized as an important agent of diarrhea and colitis in several animal species and a possible
zoonotic agent. Despite the known importance of R difficile infection in humans and animals, no vaccine or other
effective measure to control the disease is commercially available. A possible alternative treatment for P, difficile infec-
tion is the use of a nontoxigenic strain of R difficile as a competitive exclusion agent. However, a thorough knowledge

of this strain is necessary for this purpose. We selected P, difficile 731, a nontoxigenic strain (PCR ribotype 009), for
investigation because it prevents P, difficile infection in a hamster model.

Results: The genome sequence of P difficile Z31 is a circular chromosome of 4298,263 bp, with a 29.21 % GC content,
encoding 4128 proteins, and containing 78 pseudogenes. This strain belongs to ST 3, clade 1, and has five phage
regions in its genome. Genes responsible for resistance to tetracycline and erythromycin were detected and more
importantly, Z31 also contains genes that promote spore production and stability, cell attachment, intestinal adher-

ence, and biofilm formation.

Conclusion: In this study, we present the first complete genome sequence of nontoxigenic P, difficile strain Z31.
When the Z31 genome was compared with those of other isolates available in GenBank, including a draft genome of
a nontoxigenic strain, several unique regions were evident. Z31 contains no toxin genes, but encodes several non-

toxin virulence factors, which may favor host colonization.

Keywords: Peptoclostridium (Clostridium) difficile, Live vaccine, Genome sequencing, Competitive exclusion

Background

Peptoclostridium difficile, initially called Bacillus diffi-
cilis, was first isolated from the meconium of newborns
by Hall and O’Toole in 1935 [1]. The name ‘Clostridium
difficile was made official in 1980 in the Approved Lists
of Bacterial Names [2] based on a phenotypic study by
Prevét [3]. Recently, in a study based on 16S rRNA and
ribosomal protein sequences, Yutin and Galperin [4] pro-
posed the reallocation of some Clostridium species into

*Correspondence: figueiredoh@yahoo.com

fFrancisco C. F. Lobato and Henrique C. P. Figueiredo contributed equally
to this work

3 Department of Preventive Veterinary Medicine, School of Veterinary,
Federal University of Minas Gerais, Av. Antonio Carlos 6627, Pampulha,
30161-970 Belo Horizonte, MG, Brazil

Full list of author information is available at the end of the article

( ) BiolVled Central

six new genera, renaming C. difficile ‘Peptoclostridium
difficile’

The genus Peptoclostridium, in the phylum Firmicutes,
class Clostridia, order Clostridiales, and family Peptos-
treptococcaceae [4], is characterized by strictly anaero-
bic, motile, pleomorphic Gram-positive bacteria, with
dimensions of 0.5-1.9 x 3.0-16.9 um, which form oval
subterminal spores (Fig. 1) with a bacillus cell shape. The
bacteria are spore-forming and mesophilic (20-37 °C),
with an optimal pH range of neutral to alkaline. They fer-
ment fructose, glucose, levulose, mannitol, mannose, sali-
cin, and usually xylose, but not galactose, glycerol, inulin,
lactose, raffinose, or sucrose. They are chemoorgano-
trophs and can use yeast extract as their sole carbon and
energy source and peptone as their nitrogen source. Pep-
toclostridium difficile liquefies gelatin, but does not attack

© 2016 Pereira et al. This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0 International License
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium,
provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons license,

and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http://creativecommons.org/
publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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Fig. 1 Photomicrograph of Peptoclostridium difficile strain Z31

coagulated serum, milk, or meat proteins and is unable to
reduce sulfate. It is negative for lecithinase, lipase, oxidase,
and catalase. Acetate is produced as a major end product,
but it also produces butyrate, formate, isobutyrate, iso-
caproate, isovalerate, lactate, and valerate [3-5].

Until the late 1970s, P. difficile was not recognized as
pathogenic bacteria. However, in this decade, P. difficile
and its toxins were related in fecal contents of human
patients with pseudomembranous colitis [6] and the
disease was reproduced in hamsters [7], confirming the
importance of this microorganism as an enteropatho-
gen. Today, this bacterium is known to be the cause of
P. difficile infection (PDI), the main cause of nosocomial
diarrhea in humans worldwide and a possible cause of
diarrhea in general community [8, 9].

In veterinary medicine, P difficile is the most impor-
tant uncontrolled cause of neonatal diarrhea in piglets in
the USA and Europe, and also occurs in other domestic
animals and some wild species [10, 11]. In piglets, CDI
affects animals to 1-7 days of life, and it was demon-
strated that until 1 day of life, 68—100 % of the animals
are infected by the microorganism [12, 13]. The disease is
subclinical, and just few animals show diarrhea, however,
the infection can affect the development of the animals
causing economic losses to the farmer [14].

The pathogeny of PDI involves the colonization of colon
by some toxigenic strain of P, difficile and production of its
toxins, the toxin A, an enterotoxin, and toxin B, a cytotoxin,
that act synergistically causing cytoskeleton damages, cell
rounding, disruption of tight junctions and cell death [15].
The genes responsible to produce toxins, the main differ-
ence between toxigenic and nontoxigenic strains, are local-
ized in a pathogenicity locus of 19 kb, called PaLoc [16].

Despite the known importance of P difficile in
humans and animals, no vaccine is yet commercially
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available. Studies have shown that recombinant and clas-
sical immunogens expressing toxins A and B can prevent
the occurrence of diarrhea or reduce the severity of P. dif-
ficile infection (PDI) in a rodent model [17]. These vac-
cines might limit, but cannot prevent, the fecal shedding
of the microorganism, which is essential because P. dif-
ficile is a nosocomial pathogen. Because this bacterium
is also a potential zoonotic agent, preventing its colo-
nization of domestic animals should be a priority [10].
Among other alternative preventive strategies examined,
the use of nontoxigenic P. difficile strains to prevent PDI
has been shown to reduce the occurrence of the disease
in humans and piglets by preventing their colonization by
toxigenic strains [18—21].

There has been no report of the complete genome
sequence of a nontoxigenic P. difficile strain, a necessary
step in understanding this candidate live vaccine. There-
fore, in this study, we determined the complete genome
sequence of P. difficile nontoxigenic strain Z31.

Methods

Growth conditions and DNA isolation

Peptoclostridium difficile 731, ribotype 009, a nontoxi-
genic strain isolated from a healthy dog on February
1, 2009, in the city of Belo Horizonte (state of Minas
Gerais, Brazil), was selected for sequencing because it
prevented PDI in hamster model [22], similar to some
strains previously reported [23]. This strain was grown
in Mueller—Hinton agar supplemented with 5 % blood
and 0.1 % taurocholate at 37 °C under anaerobic condi-
tions for 48-72 h. Its genomic DNA was extracted with
the Maxwell 16® Research Instrument (Promega, USA)
combined with lysozyme (10 mg/mL) and proteinase K
(20 mg/mL). Briefly, cells were incubated overnight in
lysozyme solution (10 mg/mL) at 37 °C. Proteinase K
was added and the mixture was incubated at 56 °C for
30 min. According to the kit instructions: (i) the sam-
ples were lysed in the presence of a chaotropic agent
and a detergent; (ii) the nucleic acids were bound to
silica magnetic particles; (iii) the bound particles were
washed, to isolate them from other cell components; and
(iv) the nucleic acids were eluted into a formulation for
sequencing. The extracted DNA was stored at —80 °C
until analysis.

Genome sequencing and assembly

The genome was sequenced with the Ion Torrent PGM"™,
in a mate-pair sequencing kit with an insert size of 3 kbp
(~144-fold coverage) and with a fragment sequencing
400 bp kit (~318-fold coverage). The quality of the raw
data was analyzed with FastQC [24] and the sequence
was assembled with the Mira 4.9.1 software [25] and
Newbler 2.9 (Roche, USA) for the fragment library, and
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with SPAdes 3.5.0 [26] for the mate-pair library (the
parameters for all the assembler software are shown in
Additional file 1). This was the ab initio strategy applied
to all libraries. The larges contigs obtained with New-
bler and Mira were used as input, as trusted-contigs, in
SPAdes. We obtained 20 scaffolds, with an N50 value
of 698,574 bp, and the largest scaffold had a length size
of 1691,449 bp. Gap filling was conducted with CLC
Genomics Workbench 7 (Qiagen, USA), after the con-
struction of a super scaffold with the CONTIGuator 2.0
software [27], using the default parameters and P. diffi-
cile strain CD196 (GenBank: NC_013315.1) as the refer-
ence. The gaps in the rRNA operon regions were filled by
consensus mapping to the reference, and the remaining
gaps were mapped recursively to the raw data on the gap
flanks, and it was repeated several times until an overlap
was found.

Genome annotation

The genome was annotated automatically with the Prokka
1.10 software (Rapid Bacterial Genome Annotation) [28],
with the default parameters and nested databases in the
order: TTEMBL Uniprot containing only (Pepto) Clostrid-
ium spp. proteins and RefSeq database. The genome was
also curated manually in all putative frameshifts using
the Artemis software [29], based on the coverage visu-
alized with the CLC Genomics Workbench 7 software,
with corrected indel assembly bias. Genes encoding sig-
nal peptides were identified with the SignalP 4.0 software
[30] on a local installation, followed by the identification
of transmembrane helices with Tmhmm 2.0 [31] and
a Pfam domain search with PfamScan [32]. These three
tools were used with their default parameters.
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Multilocus sequence typing (MLST) and in silico PCR
MLST was performed with PubMLST (available at http://
pubmlst.org/cdifficile/) using the complete genome
sequence. An in silico PCR search for genes related to
virulence factors and antimicrobial resistance was per-
formed with the jPCR software [33], with the default
parameters and the primer sets shown in Additional
file 2.

Quality assurance

Genomic DNA was isolated from a pure bacterial isolate
and confirmed with 16S rRNA gene sequencing. All the
raw sequencing data were mapped onto the final genome
and the lack of contamination with other genomes
was confirmed by the coverage and the low number of
unmapped reads.

An alignment was constructed with the 16S rRNA
sequence regions on the assembled scaffolds, predicted
with the Barrnap software (available at https://github.
com/tseemann/barrnap), and the 16S rRNA genes of
genomes available in GenBank. A phylogenetic tree was
constructed from this alignment with the neighbor-
joining method based on 1000 randomly selected boot-
strap replicates, using the CLC Genomic Workbench 7.0
software. On the tree, strain Z31 was positioned among
other P. difficile strains (Fig. 2).

Results and discussion

After the genome assembly, gap filling, and annotation
process, an in silico PCR was performed through search-
ing for genes related to virulence factor, antibiotic resist-
ance, and other known toxins. Considering the perspective
of using the nontoxigenic strain Z31 to prevent PDI by
competitive exclusion, some non-toxin virulence factors

« Clostridium bifermentans ATCC638
Clostridium sordellii AIP166.08

« P. difficile M120
+ P. difficile ATCC9689_DSM12096

6
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Fig. 2 Phylogenetic tree of Peptoclostridium difficile strain Z31 representing the relative position in the genus Peptoclostridium based on 16S
sequences. The statistical method used was maximum likelihood and the bootstrap number was 1000. Thus, the values next to the nodes represent
the percentage on the number of times, in 1000 repetitions, in which that clade was formed
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are desirable, predominantly those factors responsible for
spore production and stability and those that promote
cell attachment and host colonization. Z31 is positive for
Cwp84 and surface-layer protein A (SIpA). SIpA is consid-
ered the major factor responsible for bacterial intestinal
adherence, and Cwp84 is essential for the formation of that
protein [34, 35]. GroEL, Cwp66, and a fibronectin-bind-
ing protein (Fbp68), which are also important in host-cell
adherence, were also found [34-38]. Strain Z31 was also
positive for genes encoding the flagellar proteins FliC and
FliD, which play roles in the colonization and adherence
of Z31 in vivo and are essential in later stages of biofilm
formation [39-41]. These factors found in Z31 related to
cell attachment are extremely important, because non
toxigenic strains have to be able to compete with toxigenic
strains by the colonization sites to prevent the disease [23].

The gene encoding the major regulator of sporula-
tion in P, difficile, Spo0A, was detected in this strain. An
absence or deficiency of SpoOA can cripple or impair
the sporulation process [35, 42]. Genes encoding five
spore coat proteins (cotA, cotB, cotC, cotD, and sodA)
were also detected. The cotA protein is the most impor-
tant protein in stabilizing the spore coat and ensures the
integrity of this structure [43]. The formation of stable
spores is also important for a nontoxigenic strain can-
didate to prevent the disease, because the bacteria need
to pass through the stomach and be able to colonize
the colon [23]. Vegetative cells are sensible to low pH,
on the other hand, the spores resist to this conditions,
allowing a great number of viable particles reaches
the colon [44]. Genes responsible for resistance to tet-
racycline (fetM) and erythromycin (ermG) were also
detected with previously described PCR primers [45,
46]. In contrast, none of the genes encoding proteins
directly linked to toxin production were detected (tcdA,
tedB, tedC, cdtA, or cdtB) [47] confirming the absence of
the pathogenicity locus (PaLoc), which is essential for P
difficile infection [48].

Furthermore, the complete genomes of this species
available at GenBank were selected to perform a similar-
ity analysis with Gegenees software [49] with sequence
fragmentation length of 500 nucleotides and a threshold
of 30 %. Also, two complete genomes of species of the
Clostridium genus were included as an outgroup. The
similarity matrix was used to generate a heatplot and a
“nexus” format for phylogenomic analysis (Additional
file 3). Although the Z31 strain is a nontoxigenic strain,
the Additional file 3 shows that clade of this strain is
paraphyletic with the type strain ATCC9689, a known as
toxigenic strain, suggesting an evolutionary derivation of
a same organism. Thereby, the nontoxigenic behavior of
the Z31 strain seems to be occasioned by the losses of the
toxin genes.
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Initial findings
The P, difficile genome is composed of a circular chromo-
some of 4298,263 bp. The GC content is 29.21 % and the
genome contains 78 pseudogenes. Briefly, the genome
has 4206 CDSs, and encodes 29 rRNAs, one transfer—
messenger RNA (tmRNA), and 58 tRNAs. Table 1 sum-
marizes the subset of the 3809 genes with predicted
functions that are associated with each COG functional
categories. In summary, 3324 genes were predicted to
have Pfam domains, 166 to have signal peptides, and
1011 to have transmembrane helices. No CRISPR repeats
were found. Figure 3 shows the disposition of RNAs
and CDSs coding sequences on the forward and reverse
strands, the GC content, and the GC skew.

When the genome of Z31 was compared with
those of other P difficile strains deposited in Gen-
Bank [50], it showed high similarity to them

Table 1 Number of genes associated with general COG
functional categories [55]

Code Value® %age® Description

J 238 5.6585 Translation, ribosomal structure and biogen-
esis

A 0 0 RNA processing and modification

K 479 11.3884 Transcription

L 184 43747 Replication, recombination and repair

B 1 0.0237 Chromatin structure and dynamics

D 68 16167 Cell cycle control, cell division, chromosome
partitioning

\% 134 3.1859 Defense mechanisms

T 327 7.7746  Signal transduction mechanisms

M 208 4.9453  Cell wall/membrane biogenesis

N 79 1.8782 Cell motility

u 40 0.9510 Intracellular trafficking and secretion

O 1M1 26390 Posttranslational modification, protein turno-
ver, chaperones

C 219 5.2068 Energy production and conversion

G 310 7.3704 Carbohydrate transport and metabolism

E 321 76319  Amino acid transport and metabolism

F 93 22111 Nucleotide transport and metabolism

H 147 34950 Coenzyme transport and metabolism

| 89 2.1160 Lipid transport and metabolism

p 168 3.9942 Inorganic ion transport and metabolism

Q 57 1.3552  Secondary metabolites biosynthesis, transport
and catabolism

R 345 8.2025 General function prediction only

S 251 5.9676 Function unknown

- 2 0.0475 Not in COGs

@ The percentage is based on the total number of protein coding genes in the
annotated genome

b The total not correspond to the final quantity of CDSs for each genome,
because some genes are associated with more than one COG functional
categories
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[l Unique region

P )
W .

*** PHAGE1

(95.50 £ 2.68 %—Additional file 3), with the exception
of some genomic islands (Fig. 3), four of which were
predicted with PHAST [51] to be phage regions. A brief
description of these phages is given in Table 2.

A robust high-throughput MLST scheme for P. difficile
was developed and validated [52], and allowed this spe-
cies to be genotyped directly. Z31 was typed with MLST
at loci adk 1, atpA 1, dxr 2, glyA 1, recA 1, sodA 1, and
tpi 1, which classified this strain as ST3 in MLST clade 1.
This result corroborates previous work, which reported
that strains from PCR ribotype 009 are commonly clas-
sified as ST3 [53]. Strain Z31, P difficile ATCC9689/
DSM1296, and P. difficile BI9 were the only three ST3

strains identified among the strains whose complete
genomes or near-complete genomes (e.g., one scaffold)
are deposited in GenBank. However, Z31 contain some
unique regions, as shown in Fig. 3 (U1-U12). In contrast,
P, difficile 5.3, described as nontoxigenic by Darling et al.
[54], belongs to ST15, clade 1, a common classification
for strains of PCR ribotype 010.

Future directions

Further analysis of the P. difficile Z31 genome will provide
new information about the adaptation of this strain to the
gastrointestinal tract, and new insights into its inhibition
of toxigenic P, difficile strains.
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Table 2 Phage summary predicted by PHAST

Number Length (kbp) Completeness First common name Keyword GC content
Phage 1 96.3 Intact Clostr_phi_CD119 Integrase, terminase, portal, head, capsid, tail, lysin, plate, and 289

protease

Phage2 241 Incomplete Clostr_phi_CD119 Tail, lysin, and plate 279
Phage3 636 Intact Clostr_phiC2 Integrase, terminase, portal, head, capsid, tail, and lysin 286
Phage4 1381 Intact Bacill_G Protease, recombinase, tail, transposase, integrase, head, capsid, 35.7

portal, and terminase

Availability of supporting data

This whole-genome shotgun sequence has been depos-
ited in the DDBJ/EMBL/GenBank databases under acces-
sion number CP013196. The version described in this
paper is the first version CP013196.1.
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ABSTRACT

One of the main challenges associated with Clostridioides difficile infection (CDI) in humans and domestic
animals is the lack of an effective preventive strategy. One strategy with promising results is the oral
administration of non-toxigenic strains of C. difficile (NTCD). Recently, Z31, a NTCD strain isolated from a
healthy dog, showed promising results to prevent CDI in hamsters. Thus, the present study aimed to
evaluate the capacity of Z31 to prevent CDI in piglets using an experimental model. Twenty neonatal
piglets were randomly distributed in three groups: G1 - 10° spores of Z31 followed by 107 spores of a
toxigenic C. difficile strain (n = 7), G2 (positive control) - 107 spores of a toxigenic C. difficile strain (n = 7),
and G3 (negative control) - no biological inoculum (n = 6). All animals were kept in individual insulators
and observed for 60 h. Data regarding clinical signs, macro and microscopic lesions, toxigenic culture of
C. difficile, and detection of A/B toxins in the feces were evaluated. All evaluated parameters were
significantly lower in animals that received Z31 compared to the positive control. Thus, oral adminis-
tration of Z31 was able to prevent CDI in piglets in an experimental model.

Probiotic

© 2018 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Clostridioides (previously Clostridium) difficile is the main infec-
tious agent associated with antibiotic-associated diarrhea in
humans [6]. In animals, C. difficile is recognized as enteropathogen
of several species including swine, in which it is known as an
important cause of neonatal diarrhea worldwide [30]; [5]. In
addition, recent studies have shown substantial similarities be-
tween human and swine C. difficile isolates, suggesting possible
zoonotic transmission and making the prevention of this disease in
animals a priority [11,32].

Despite the importance of C. difficile as a swine enteropathogen
and its zoonotic potential, the control of C. difficile infection (CDI) in
pigs is based mostly on biosecurity and general management
measures [1,21,25]. Thus, studies have focused on possible pre-
ventive strategies, including monoclonal antibodies, vaccines, and
probiotics [3,16,20,31,34]; however, there has been no specific
commercial method available for preventing CDI in swine. Among

* Corresponding author.
E-mail address: rodrigo.otaviosilva@gmail.com (R.O.S. Silva).

https://doi.org/10.1016/j.anaerobe.2018.10.002
1075-9964/© 2018 Elsevier Ltd. All rights reserved.

the preventive strategies, the administration of non-toxigenic
strains of C. difficile (NTCD) is emerging as a promising method
for prevention of intestinal colonization of toxigenic strains of
C. difficile [9,31]. In the last few years, Z31, a NTCD isolated from a
healthy dog, has been evaluated for its possible use as a product to
prevent CDI in swine. Z31 has been characterized by whole genome
sequencing, which revealed the presence of several important
genes related to colonization and sporulation [23]. In addition, the
ability of Z31 to prevent CDI was demonstrated in a hamster
experimental model [22]. Thus, the aim of this work was to eval-
uate the capacity of Z31 to prevent CDI in piglets using an experi-
mental model.

2. Material and methods
2.1. Strains

The NTCD strain Z31 was isolated from a healthy dog in Belo
Horizonte (Brazil), in February 2009 [26]. NTCD Z31 was previously
classified as ribotype (RT) 009 and strain type (ST) 3 by multilocus
sequence typing (MLST) [10,23,28]. The complete sequence of
NTCD Z31 lacked toxin genes (tcdA, tcdB, cdtB, and cdtA) and had
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virulence genes related to intestinal colonization (slpA, cwp84,
groEL, and cwp66), biofilm formation (fliC and fliD), and sporulation
(Spo0A, cotA, cotB, cotC, and cotD) [23]. In a hamster model, Z31
prevented CDI in 100% of the exposed animals [22]. The toxigenic
strain used in the challenge of piglets in the present study, named
283, is positive for tcdA and tcdB but negative for binary toxin-
encoding genes. This strain was isolated in 2014 from a piglet
with confirmed CDI in Belo Horizonte (Brazil) and was classified as
RT014/020 (ST 14). Spore suspension of both strains were prepared
as previously described [22].

2.2. Animals, housing, and manipulation

Experimental methods were approved by the institutional
ethics committee (CEUA-UFMG), protocol 013/2014. The piglet
model used in the present study was based on previous reports
with some modifications to adapt it to our experimental design and
available facilities [2,17]. Briefly, neonatal piglets were obtained
from two cross-bred sows from the University farm (Fazenda
Experimental Professor Hélio Barbosa, Igarapé, Brazil). Sows were
kept in farrowing crates and when the signs of parturition were
observed, the animals were washed with water and soap, dried, and
antisepsis was performed with iodinated alcohol (1.0%) and glyc-
erin (2.0%) hourly. Piglets of birth order two until 11 from each sow
were enrolled in this study, summing up to a total of twenty
neonatal piglets. Immediately after birth, piglets were dried and
umbilical cords were clamped, cut, and treated with iodine solution
(5.0%). Each piglet then received 15mL of a pool of colostrum
previously collected from sows of the same farm before being
randomized into three different groups: G1 (treated; n=7), G2
(positive control; n=7), and G3 (negative control; n=6) (Fig. 1).
During the experiment, piglets were fed five times a day in regular
intervals with 40 mL of commercial puppy milk replacer BabySuin
(NutriSuin, Netherlands). Sterilized water was provided ad libitum
during the experiment. Piglets were housed individually in raised
decks (0.9 x 0.7 x 0.5 m) made of aluminum covered with a thin
fine screen to allow for air to enter. The decks were maintained in
two different rooms previously subjected to fumigation. The tem-
perature of both rooms was maintained between 27 and 30 °C and
heat lamps were suspended over insulators to keep the internal
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Fig. 1. Experimental design used to evaluate the protective effect of the non-toxigenic
strain of C. difficile (NTCD) Z31 against challenge with a toxigenic strain of C. difficile in
neonatal piglets. CS: clinical signs, including hydration status and consistency of feces;
CS+: clinical signs, including hydration status, consistency of feces, body condition,
and perineal fecal staining; EIA: enzyme immunoassay for A/B toxin detection; GL:
gross lesions, including mesocolonic edema and visible necrosis of lumen; NTCD: non-
toxigenic strain of C. difficile; TC: toxigenic culture of C. difficile; dark circles: NTCD
inoculum; white circles: evaluations, dark squares: challenge with toxigenic strain of
C. difficile.

temperature of insulators between 31 and 35°C [17]. To avoid
cross-contamination, three separate teams were designated to
work in each group. All participants had a specific set of personal
protective equipment composed of clothes and boots. Piglets were
handled one by one with a pair of disposable procedure gloves for
each animal. Each group had a set of specific instruments, all of
which were sterilized by autoclaving [17].

2.3. Experimental design and inoculation

Immediately after administration of colostrum, animals from G1
received 1.0 mL of a solution containing 10° spores of NTCD Z31
orally. Twelve hours after birth, animals from G1 and G2 received
1.0 mL of a solution containing 10 spores of the toxigenic strain
(challenge) orally. Non-treated or non-challenged animals received
1.0 mL of sterilized saline solution (0.9%) orally when applicable
(Fig. 1).

2.4. Clinical evaluation, necropsy, and sample collection

Hydration status and consistency of feces were evaluated at four
timepoints: 10, 24, 48, and 60 h after birth (Fig. 1). At 60 h, body
condition and perineal fecal staining were also evaluated according
to previously described studies [2,35]. After the last evaluation at
60 h, all animals were euthanized by electrical desensitization fol-
lowed by exsanguination. During necropsy, piglets were evaluated
for the occurrence of visible mesocolonic edema and luminal
colonic necrosis, which are the main gross signs in piglets with CDI
[17,35]. Fecal samples were collected from all animals at 10, 24, 48,
and 60 h after birth. In addition, during postmortem evaluation, five
samples from the colon were collected from each animal for his-
topathological analysis by a veterinary pathologist blind to the
treatment groups.

2.5. Bacterial culture and A/B toxin detection

Stool samples were submitted for isolation of C. difficile [27] and
A/B toxin detection by a commercial enzyme immunoassay (EIA)
(C. difficile Tox A/B II; Techlab Inc., USA). All isolates were subjected
to a multiplex PCR for a housekeeping gene (tpi), toxin A- (tcdA),
toxin B— (tcdB), and a binary toxin-encoding gene (cdtB) [24]. NTCD
isolates were submitted for PCR ribotyping according to the
method by Ref. [12].

2.6. Scoring

Five parameters were evaluated for scoring and comparing
treatment groups in the present study: 1) clinical signs, 2) gross
lesions 3) microscopic lesions, 4) toxigenic culture of C. difficile, and
5) detection of A/B toxins. Scores of clinical signs were obtained by
evaluating hydration (normal, mild, moderate, or severe) and fecal
consistency (normal, pudding-like, or watery) at 10, 24, 48, and
60 h after birth. At 60 h, body condition and perineal fecal staining
were also included in the analysis of clinical signs, as previously
described [2]. The gross lesions evaluated were mesocolonic
edema, which was determined by the distance between loops
(absent, mild, moderate, or severe), and visible luminal necrosis
(absent, mild, moderate, or severe) [2,35]. For microscopic lesions,
goblet cell loss, polymorphonuclear neutrophil (PMN) infiltration
in the lamina propria, colonic mucosal epithelial alterations, and
mesenteritis were evaluated following the criteria established by
Lizer et al. [17]. In addition, mesocolonic and submucosal edema
were classified by microscopy according to its intensity (absent,
discreet, mild, moderate, or severe). Toxigenic culture and A/B toxin
detection results were considered dichotomic, with positive and
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negative results in each timepoint of the study.

All parameters were evaluated 60 h after birth. Parameters 1, 4,
and 5 were also evaluated at 10, 24, and 48 h. Scores for evaluation
after challenge were obtained by 1) summing of scores of evaluated
characteristics at 24, 48, and 60 h, 4) summing the detection of
toxigenic C. difficile isolates from each animal at 24, 48, and 60 h,
considering 1 for positive and 0 for negative results, and 5) sum-
ming all A/B toxin detection results performed at 24, 48, and 60 h,
considering 1 for positive and 0 for negative results.

2.7. Statistical analysis

Kruskall-Wallis and Mann-Whitney U test were used to analyze
scores of clinical signs, gross lesions, microscopic lesions, toxigenic
culture and detection of A/B toxins by EIA. EIA results and detection
of toxigenic C. difficile at each timepoint were analyzed by Fisher's
exact test. Correlations among clinical signs, gross lesions, micro-
scopic lesions, toxigenic culture, and A/B toxin detection results
were assessed by Spearman's rank correlation coefficient. Tests
were performed in GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, EUA).
Comparisons between G2 and G3 were used to evaluate the
experimental models, while comparisons between G1 and the
other groups were performed to evaluate the efficacy of strain
NTCD Z31 to prevent CDIL.

3. Results
3.1. Clinical signs

Before the challenge with the toxigenic C. difficile strain (10 h),
all animals were hydrated and almost all showed normal fecal
consistency without significant statistical differences among
groups. At 24 and 48 h after birth, all animals from G2 had diarrhea
varying from pudding-like to watery fecal consistency. Five out of
seven animals were also mildly dehydrated, while animals from G1
and G3 presented feces that were normal to pudding-like and had
no signs of dehydration. Piglets from G2 had higher scores of
clinical signs than G1 and G3 at 24 h (P =0.028, G1; P=0.009, G3)
and 48 h (P =0.041, G1; P=0.009, G3). On the other hand, these
scores were similar between G1 and G3 in both timepoints
(P=0.825,24h; P=0.592, 48 h).

At 60 h, scores of all evaluated parameters were higher in ani-
mals from G2 compared to those in G1 and G3; however, statistical
differences were found only between G2 and G3 (P=0.032).
Considering the results after challenge (summing of scores from 24,
48, and 60 h), animals of G2 had more clinical signs compared to
the other groups (P =0.005, G1; P=0.006, G3), while G1 and G3
did not have statistical differences (P = 0.999) (Fig. 2).

3.2. Pathology

Mesocolonic edema varying from mild to moderate was
observed in six animals during necropsy, one from G1 and five from
G2. Although mesocolonic edema was found in one animal from G1,
this group differed from G2 (P=0.037) but was similar to G3
(P=0.998) (Fig. 3). Visible luminal necrosis was not found in any
animal.

Upon histological analysis, five animals had mesocolonic edema
in at least one fragment of the colon, varying from discrete to
moderate (Fig. 3). Discrete submucosal edema was also observed in
two out of five animals. All animals with microscopic lesions
belonged to G2, being more prominent compared to those in G1
(P=0.021).
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Fig. 2. Clinical signs scores of piglets measured after challenge (summing of time-
points 24, 48, and 60 h). Fecal consistency, hydration status, body condition, and fecal
staining of perineum were considered. Asterisk indicates statistical difference deter-
mined by Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U test (p < 0.05).
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Fig. 3. Scores of mesocolonic edema observed during necropsy (A) and through his-
topathology (B). Asterisk indicates statistical difference determined by Kruskall-Wallis
and Mann-Whitney U test (p < 0.05).

3.3. A/B toxin detection

Before challenge (10h) no fecal sample was positive for
C. difficile toxins. From 24 h after birth until the end of experiment,
ten samples were positive for C. difficile toxins, all of which were
from animals of G2. It was possible to identify differences between
G1 and G2 at 48 h (P =0.020). Considering the results after chal-
lenge (24, 48, and 60 h), toxins detected in animals from G2 were
higher compared to those in G1 (P = 0.001).

3.4. Bacterial culture

Non-toxigenic C. difficile were isolated in 16 samples from 24 h
until the end of the experiment, all of which were from G1 and
were classified as ribotype 009. Toxigenic C. difficile was isolated in
13 samples from eight animals (G1 n=1, G2 n=7) from 24 h until
the end of experiment. No C. difficile was isolated from G3. Fig. 4
summarizes the results of culture of C. difficile in each timepoint.
Animals from G2 were more likely to be positive for toxigenic
C. difficile at 48 h (P =0.002), 60 h (P <0.001), and after challenge
(P=0.009).

3.5. Correlations among tested parameters

Correlations among tested parameters are summarized in
Table 1. Based on Spearman coefficients, toxin detection and toxi-
genic culture showed the best correlation in this study, while gross
and microscopic lesions were also highly correlated. All the other
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Fig. 4. Detection of toxigenic and non-toxigenic C. difficile isolates in G1 and G2 at
different timepoints in the experiment. Asterisk indicates statistical difference be-
tween groups determined by Fisher's exact test (p <0.05). G1 — animals that received
NTCD Z31; G2 — positive control; T: toxigenic C. difficile strains; NTCD: non-toxigenic
C. difficile strain.

Table 1

Correlations among toxin detection (EIA), toxigenic C. difficile (TC), clinical signs (CS),
gross lesions (GL) and microscopic lesions (ML) observed in piglets. P: P value; SC:
Spearman coefficient.

Parameters EIA TC (& ML

P SC P SC P SC P SC
GL 0.010 0.562 0.020 0.515 0.011 0.555 <0.001 0.888
ML 0.001 0.671 0.007 0.588 <0.001 0.746
CS <0.001 0.694 0.005 0.599
TC <0.001 0.903

parameters evaluated were also positively correlated (p < 0.05).

4. Discussion

C. difficile is an important enteropathogen in neonatal piglets
and the lack of an effective method to prevent CDI hinders its
control [5]; [21]. In addition to the direct losses associated with CDI
in swine, there is also an increasing concern regarding the zoonotic
transmission of toxigenic C. difficile from these animals to humans
[11,32]. From the latest advances in the prevention of CDI, the
administration of NTCD strains stands out as one of the most
promising methods for the prevention of intestinal colonization by
toxigenic strains [16]. In the present study, a NTCD (Z31) genetically
and phenotypically characterized and previously tested in a ham-
ster model [22] [23]; was evaluated in a piglet model based on
previous studies [2,17,33].

The piglet model used in the present work was adapted from
other studies [2,17]. Even though some piglets from the negative
control group (G3) showed some of the clinical signs evaluated, the
clinical scores remained statistically lower than those from the
positive control (G2) in all timepoints. In addition, all animals from
G3 were negative for mesocolonic edema, A/B toxin, and toxigenic
C. difficile. Interestingly, in previous studies, piglets from negative
control groups were positive for A/B toxins and showed some
characteristic lesions of CDI, which were attributed to cross-
contamination between groups during the experiment or to pre-
vious C. difficile infections of piglets in origin farms [2,17]. In the
present study, control groups were kept in separate rooms, similar
to that reported by Ref. [2]. In addition, separate teams and

equipment were designated to these animals; together, these
measures helped avoid cross-contamination. It should also be
highlighted that the piglets were obtained from the university
farm, which had no history of CDI. Obtaining piglets free of
C. difficile is a known limitation of this model, since the prevalence
of disease among farms is high and surgical procedures, as used by
Ref. [17]; are not always possible.

Dosage of NTCD (10° spores orally per animal) was based on
previously published studies [3,31] [22]; and was in accordance
with the dose suggested by Gerding [7]; which was between 10*
and 108 spores per kg. On the other hand, the dosage of toxigenic
C. difficile strain used in challenge (107 spores per animal) was
based on studies with swine that successfully developed CDI using
challenge doses varying from 2 x 10° to 2.5 x 10° [2,3,17,33]. It is
believed that higher dosages would induce more lesions and clin-
ical signs of CDI [2]; however, due to the use of different toxigenic
strains and variations on the challenge protocol, including the use
of conventional or gnotobiotic animals in some studies, the present
study could not be comparable to previous works. G2, which
received only toxigenic spores of C. difficile, had statistically higher
scores in all evaluated parameters when compared to the negative
control group (G3), suggesting that the challenge dose was efficient
in reproducing CDI in these animals.

In the present study, typical clinical signs associated with CDI
were also evaluated to better understand the ability of Z31 to prevent
the disease. Interestingly, oral administration of Z31 effectively
reduced CDI clinical signs in piglets, with G1 and the negative control
(G3) groups having similar but lower scores compared to the positive
control (G2) group in all timepoints. C. difficile is a known cause of
neonatal diarrhea in piglets, and a reduction of clinical signs in these
animals would be an important factor to improve animal health and
production in these farms [25,29]. Notably, previous studies on CDI
using conventional piglets reported difficulties finding differences in
clinical signs between infected and non-infected animals [2,35]. On
the other hand [33], reported the development of severe clinical
signs which sometimes turned out fatal in gnotobiotic piglets chal-
lenged with an epidemic C. difficile strain (ribotype 027). Using a
NTCD to protect against CDI in piglets, Arruda et al. [3] found a slight
decrease in the hydration condition of non-protected animals. This
result was also observed in our study; however, all non-treated an-
imals showed a loss of body condition and altered fecal consistency,
different from what was observed by Arruda et al. [3]. These differ-
ences can be attributed to the challenge dose used, which was 5
times higher than the previous study, or to the differences in sus-
ceptibility of the animals used.

In addition to the reduction of clinical signs related to CDI, Z31
also reduced the occurrence of mesocolonic edema in piglets,
similar to the findings of Arruda et al. [3]. Even though mesocolonic
edema is not pathognomonic of CD], it is the most common lesion
associated with this disease in piglets [4,35]. Interestingly, no other
microscopic lesion was found in the present study, in contrast with
previous studies using conventional piglets [2,3,17]. Notably, the
strain used in previous studies was ribotype 078, which is cdt+,
unlike the strain used in our study [17]. The role of CDT toxin in CDI
is currently unclear; however, in humans, cdt + strains are
responsible for more severe cases of CDI [8]. There have been no
studies comparing CDI lesions caused by different strains in piglets.

C. difficile A/B toxins were not detected after challenge in any
piglet that received Z31. Considering that diagnosis of CDI in swine
is based on A/B toxin detection [30], the present study confirms that
the administration of Z31 prevents the occurrence of CDI in a piglet
model. This result is in accordance with previous studies that re-
ported that the administration of a NTCD strain in piglets was
responsible for a reduction in the occurrence of CDI [3,31]. Another
interesting observation in the present study was the reduction of
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fecal shedding of toxigenic C. difficile in all animals that received
Z31. This finding is in accordance with previous studies suggesting
that competitive exclusion is the most important mechanism
involved in the protection conferred by NTCD strains [31]. Other
hypotheses for this effect include immune modulation and quorum
sensing [3,9,19]. These results are promising because, considering
the possible zoonotic transmission of C. difficile strains, it is desir-
able to prevent not only the occurrence of clinical signs and in-
testinal lesions in swine, but also the colonization and fecal
shedding of toxigenic isolates [11,32].

Notably, all parameters evaluated in the present study, including
toxin detection, presence of toxigenic C. difficile, clinical signs, gross
lesions, and microscopic lesions, were positively correlated. In a
previous study, Arruda et al. [3] found a correlation between
mesocolonic edema, histologic lesions, and A/B toxin detection by
EIA. These results showed that the parameters varied together,
suggesting that they can be adequate for evaluating the protection
conferred by a NTCD strain in piglets. Among these parameters, A/B
toxin detection and toxigenic culture are practical and can be per-
formed in live animals. In addition, studies have shown that either
direct culture or a two-step algorithm, such as association of toxin
detection and toxigenic culture, are suggested for laboratory-based
diagnostic methods for CDI in piglets [13,14]. In line with this, these
two parameters can be used together to evaluate the efficacy of Z31
to prevent CDI in farms with infected animals.

5. Conclusion

Administration of strain Z31 in conventional piglets in an
experimental model of CDI prevented the detection of A/B toxin
detection in these animals. In addition, it reduced the fecal shed-
ding of toxigenic C. difficile and the occurrence of clinical signs and
postmortem alterations associated with CDI in piglets.
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9.1.3. Artigo publicado referente ao capitulo 3

OLIVEIRA JUNIOR, C. A. et al. Non-toxigenic strain of Clostridioides difficile Z31 reduces the
occurrence of C. difficile infection (CDI) in one-day-old piglets on a commercial pig farm.
Veterinary Microbiology, V. 231, p. 1-6, 2019. Disponivel em:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378113518313646>.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Neonatal porcine diarrhea (NPD) is a current problem on pig farms and is caused by several enteropathogens.
Clostridium difficile Among them, Clostridioides difficile stands out due to its importance in piglets and zoonotic potential. A non-
Clostridium perfringens toxigenic strain of C. difficile (NTCD), named Z31, was previously tested in hamster and piglet experimental

Escherichia coli
Neonatal porcine diarrhea
Probiotic

models as a strategy to prevent C. difficile infection (CDI). To evaluate the capacity of the strain Z31 to prevent
CDI and NPD in one-day-old piglets on a commercial farm, 90 piglets from 16 litters received 1 x 10° spores of
Z31 while 84 animals from the same litters served as controls. Animals were clinically evaluated, and fecal
samples were collected 24 h after administration and submitted to A/B toxin detection and isolation of C. dif-
ficile. Stool samples were also submitted to rotavirus, Escherichia coli, and Clostridium perfringens detection.
Administration of Z31 reduced the incidence of CDI in treated animals (7.8%) when compared to the control
group (25.0%; P = 0.003). In animals that developed CDI, the intensity of diarrhea was lower in those that
received Z31 than in the control group. Neonatal porcine diarrhea was reduced in treated animals when com-
pared to untreated animals (P < 0.001). The present study suggests that Z31 can potentially be used to prevent

CDI in piglets on commercial farms.

1. Introduction

Neonatal porcine diarrhea (NPD) is a recognized challenge on pig
farms, causing several production losses (Larsson et al., 2016). Many
agents, such as rotavirus, enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC),
Clostridium perfringens, and Clostridioides (prev. Clostridium) difficile can
cause this problem (Lippke et al., 2011; Cruz Junior et al., 2013; Silva
et al., 2013a; Malik et al., 2014; Luppi, 2017). In addition to the im-
portance of C. difficile as a cause of NPD worldwide, evidence of the
zoonotic potential of this agent has been reported in previous years,
with some studies claiming pigs as potential reservoirs of this bacterium
(Hensgens et al., 2012; Keessen et al., 2013; Moono et al., 2016; Knight
et al., 2017).

Despite the known impact of C. difficile infection (CDI) in piglets,
there are no specific commercial products to prevent the disease in
swine (Mizrahi et al., 2014; Mills et al., 2018). A promising alternative
is the use of non-toxigenic strains of C. difficile (NTCD), which have
already been reported to prevent or reduce clinical signs of CDI in la-
boratory rodents, piglets, and also humans (Borriello and Barclay,
1985; Sambol et al., 2002; Songer et al., 2007; Villano et al., 2012;

* Corresponding author.
E-mail address: rodrigo.otaviosilva@gmail.com (R.O.S. Silva).

https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2019.02.026

Nagaro et al., 2013; Gerding et al., 2015, 2018; Arruda et al., 2016).
Although NTCD strains do not produce A and B toxins, the main viru-
lence factors responsible for CDI, these strains are able to colonize the
intestinal tract, inhibiting the colonization of toxigenic C. difficile
strains, thereby preventing the occurrence of the disease (Mills et al.,
2018). Recently, using a fully characterized (phenotype and genotype)
NTCD strain, named Z31, we were able to prevent CDI in experimental
models of hamsters and piglets (Oliveira Junior et al., 2016, 2018a,
2018b; Pereira et al., 2016). In order to understand the impact of Z31
on pig farms, the present work studied the efficacy of Z31 in preventing
CDI on a commercial pig farm with a known history of NPD.

2. Material and methods
2.1. Strain and spore production

The complete genome of NTCD strain Z31 is available at https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/302266 and a few important phe-

notypic characteristics have also been described elsewhere (Oliveira
Junior et al, 2016, 2018a). For spore production, a previously
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described protocol was used with some modifications (Oliveira Junior
et al., 2018a). Briefly, C. difficile Z31 was plated onto Miieller Hinton
agar (Thermo Fisher Scientific Oxoid™, Waltham, MA, USA) supple-
mented with 5% horse blood and 0.1% sodium taurocholate (HiMedia,
Mumbai, India), and incubated for two days under anaerobic conditions
at 37 °C. Colonies were harvested and diluted in phosphate-buffered
saline and the turbidity was adjusted to McFarland scale 1 (approxi-
mately 3.0 X 10% CFU/mL). Next, 500 uL of this solution was trans-
ferred to 4.5mL of a pre-reduced Brain Heart Infusion broth (BHI;
Thermo Fisher Scientific Oxoid™, USA) and incubated in an anaerobic
chamber (Thermo Fisher Scientific Oxoid™, USA) for 24 h. The entire
volume of this first pre-inoculum was then inoculated into 45 mL of pre-
reduced BHI and kept under anaerobic conditions. After 24 h, the entire
culture was then transferred to 450 mL pre-reduced BHI, which was
kept under anaerobic conditions for five days, followed by a five-day-
period under aerobic conditions at room temperature (25°C * 2°C).
The broth was then centrifuged at 3000 x g for 30 min at 4 °C (Hettich
ROTINA 420R, Tuttlingen, Germany) followed by resuspension of
spores in 5mL of 0.9% saline solution. This step was repeated five
times. The percentage of spores was evaluated using the Wirtz-Conklin
staining technique (Hamouda et al., 2002) and observing them under
an optical microscope (Nikon, Tokyo, Japan), as well as counting the
spores on plates, as previously described (Oliveira Junior et al., 2018a).
One day prior to animal administration, the spore solution was diluted
with 0.9% saline solution to achieve a concentration of 1 x 10° spores/
mL (Oliveira Junior et al., 2018b).

2.2. Farm management and previous occurrence of C. difficile infection

The experimental methods were approved by the institutional ethics
committee (CEUA-UFMG) under the protocol 013/2014. The experi-
ment was performed in a 600 sow-farm, with a one-site, all-in, all-out
per barn swine production system, located in the municipality of Para
de Minas, Minas Gerais state, Brazil. At birth, piglets were dried with
paper towels, their umbilical cords cut, navel treated with 6.0% iodine,
and covered with Vidasec® powder (Bayer, Sao Paulo, Brazil) before
suckling maternal colostrum. The veterinarian responsible for this farm
described a high occurrence of diarrhea in piglets, mostly in animals
aged 1-3 days, and also reported a CDI diagnosis in the farm in the
previous year. To investigate the occurrence of CDI in the farm, 49 fecal
samples of one-day-old piglets from 12 different litters were randomly
collected from three out of four farrowing rooms a week before the
beginning of the experiment. All fecal samples were classified as diar-
rheic or non-diarrheic, submitted to A/B toxin detection, isolation of C.
difficile, C. perfringens, and ETEC, and rotavirus detection (Fig. 1).

2.3. A/B toxin detection and C. difficile isolation

A commercial enzyme immunoassay (Tox A/B II, Techlab,
Blacksburg, VA, USA) was used to detect A/B toxins in the stool sam-
ples. The presence or absence of A/B toxins was used to determine the
occurrence of CDI. For C. difficile isolation, feces were diluted in equal
volumes of ethyl alcohol (96%), kept at 37 °C for 30 min and then
plated onto Cycloserine Cefoxitin Fructose Agar (CCFA, Himedia) sup-
plemented with 7% horse blood and 0.1% sodium taurocholate. After
incubation under anaerobic conditions (37 °C for 72h), three flat, ir-
regular and with ground-glass appearance colonies from each plate
were subjected to thermal extraction of DNA (98 °C for 20 min) and a
previously described protocol of Multiplex polymerase chain reaction
(PCR) to detect the housekeeping gene tpi and toxin genes tcdA, tcdB,
and cdtB (Silva et al., 2011). One toxigenic strain per litter was also
subjected to Multilocus Sequence Typing (MLST) as previously reported
(Griffiths et al., 2010).

Veterinary Microbiology 231 (2019) 1-6

2.4. Isolation of C. perfringens and E. coli, and rotavirus detection

For C. perfringens culture, feces were plated onto Sulfite Polymyxin
Sulfadiazine agar (SPS; Thermo Fisher Scientific Oxoid™) and incubated
under anaerobic conditions (37 °C for 24 h). Three rounded sulfite-re-
ducing colonies from each plate were submitted to PCR (Keyburn et al.,
2008; Silva et al., 2013b). For E. coli identification, fecal samples were
plated onto MacConkey agar (Prodimol Biotechnology, Belo Horizonte,
Brazil) and incubated at 37 °C for 24 h under aerobic conditions. Three
lactose-fermenting colonies were collected and submitted to biochem-
ical tests employing the EPM-MILI-Simmons Citrate Enterobacteriaceae
identification test (Starr, 1986). Next, isolates confirmed as E. coli were
submitted to a PCR method that was previously described to investigate
the ETEC virulence factors associated with NPD, i.e., fimbrial adhesins
F4 (K88), F5 (K99), F6 (987 P), F41, and the toxins STaP, STb, and LT
(Macédo et al., 2007). Strains were classified as ETEC if positive for the
presence of at least one toxin gene, regardless of the presence or ab-
sence of fimbrial genes (Dubreuil et al., 2016). The presence of rota-
virus A, B, and C was tested using a previously reported real-time-PCR
method (Almeida et al., 2018).

2.5. Experimental design

After confirmation of CDI in the farm, 16 litters from three different
farrowing rooms (F1, F2, F3) were used in an experiment to evaluate
the capacity of Z31 to prevent CDI in one-day-old piglets. A total of 90
piglets received Z31, while 84 animals were used as controls (Table 1).
After all farm standard birth procedures (previously described) were
followed and before the suckling of colostrum, half of the newborn
piglets from each litter were inoculated orally with 1.0 mL of a solution
containing 1 x 10° spores of strain Z31, using a disposable syringe
without a needle. For each sow, piglets of odd birth order (1, 3, 5, and
so on) received Z31, while piglets of an even birth order did not receive
731 and were used as negative controls. This protocol of alternating
inoculation of Z31 was chosen in order to reduce the possible litter
effect on the occurrence of CDI in a naturally-infected farm. All animals
from the same litter were kept together, but no further alterations of
farm management were necessary. The dosage in UFC/mL was the same
as used in piglets in a previous trial experimental model (Oliveira
Junior et al., 2018b). Twenty-four hours following this procedure, fecal
samples of all animals were collected by rectal stimulation and scored
according to aspect (0 — normal, 1 — softened, 2 — pudding-like, 3 —
watery). All samples were submitted to A/B toxin detection, isolation of
C. difficile, C. perfringens, and E. coli, and rotavirus detection as pre-
viously described (Fig. 1).

2.6. Statistical analysis

The Mann-Whitney U test was used to analyze data involving
diarrhea scores. Occurrence of pathogens in both groups and associa-
tion to diarrhea were analyzed by Fisher exact test. Correlation between
toxin detection and toxigenic culture of C. difficile was assessed by
Spearman’s rank correlation coefficient. Tests were performed using
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) with a sig-
nificance level of 0.05.

3. Results

The total spore production of Z31 in each 500 mL bottle ranged
from 8.2 x 107-5.9 x 10%, with a median value of 1.3 x 10® spores and
a median concentration of 2.6 X 10° spores/mL. The spore percentage
varied from 80 to 90% using the Wirtz-Conklin staining technique and
more than 95% by bacterial counting in blood agar.

Stool samples collected before the experiment revealed that 83.7%
of the animals exhibited diarrhea and the presence of three en-
teropathogens, C. difficile, C. perfringens type A beta2-positive, and
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Experimental . . . R
days Stage Number of animals Laboratorial Tests Additional data Observation
-7 Previous occurrence | | 32 CDI (A/B toxins) Diarrhea (absence or
Stool samples C. difficile presence)
(1 week before) E. coli
C. perfringens
Roi;v{msg Data of 49
| | stool samples
-1 Previous occurrence | | 17 CDI (A/B toxins) Diarrhea (absence or ?:ag;:rd
Stool samples C. difficile presence) s
(1 day before) E. coli
C. perfringens
Rotavirus
Oral administration 90 — Treated Treated and
0 of NTCD Z31 - 84 — Control control in the
1x109 spores/animal same litters
1 Post-administration | | 90 — Treated CDI (A/B toxins) Diarrhea (scores)
occurrence 84 — Control C. difficile
Stool samples E. coli
C. perfringens
Rotavirus

Fig. 1. Flow chart of experimental procedures performed in the farm before and after the administration of the non-toxigenic strain of Clostridioides difficile (NTCD)

731 in the piglets 1 day-old.

ETEC. NTCD strains were not detected. C. difficile A/B toxins were
found in the feces of 59.2% animals, 93.1% of which were also positive
for toxigenic C. difficile. Both A/B toxins and toxigenic C. difficile were
associated with the presence of diarrhea (P = 0.004). On the other
hand, C. perfringens type A and ETEC were found in the feces of 22.4%
and 18.4% of sampled animals, respectively; however, they were not
associated with diarrhea (P = 0.999).

Fecal samples collected one day after administration of Z31 in-
dicated that 56.3% of animals had some level of NPD, with an occur-
rence of 46.6% in treated versus 66.6% in control groups (P = 0.009).
The occurrence of diarrhea found in both groups at this time point
(after experimental procedures) was lower than the previous occur-
rence (P < 0.05). In addition, diarrhea scores in control animals were
higher than in treated animals (Fig. 2). At this time point, C. difficile, C.
perfringens type A beta2-positive, and ETEC were also found as en-
teropathogens (Table 2). The highest diarrhea scores were found in
animals with CDI and, interestingly, animals positive for ETEC and C.
perfringens type A had diarrhea scores higher than uninfected animals,
but lower than animals with CDI (P < 0.05; Fig. 2).

The CDI results of the farm and each farrowing room, after ad-
ministration of Z31, are summarized in Table 3. The occurrence of CDI
in treated animals was 7.8% versus 25.0% in the control group
(P = 0.003). The results of both groups are significantly lower than the
previous incidence (P < 0.05). In farrowing rooms, the occurrence of
CDI was significantly lower in control groups of F1 (P = 0.026) and F3
(P = 0.048). In addition, administration of NTCD strain Z31 was able to
prevent the disease in all animals in rooms F2 and F3, in which the
occurrence in the control group was up to 15.0%. In F1, feces collected
from some treated animals were positive for A/B toxins, but the oc-
currence was significantly reduced, and diarrhea was milder when

Table 1

compared to the corresponding control group (Fig. 3).

The microbiological data after administration of NTCD strain Z31 is
shown in Table 2. All toxigenic C. difficile isolates were considered se-
quence type (ST) 11 and a reduction was observed in the fecal
spreading of toxigenic C. difficile in the treated group (P = 0.003),
especially in F1 and F3. Interestingly, a positive correlation between
detection of A/B toxins and toxigenic culture was found (Spearman
p = 0.859, P < 0.001). The occurrence of C. perfringens type A beta2-
positive (23.6%) and ETEC (10.9%), after administration of Z31, was
similar to the occurrence calculated before administration of Z31. On
the other hand, occurrence of C. perfringens type A was higher in the
control group when compared to treated animals (P = 0.032; Table 2).
Coinfection of two or more pathogens were found in six cases (Sup-
plemental Material 1). The diarrhea scores in these animals were si-
milar to those with CDI and toxigenic C. difficile was present in five out
of six cases. NTCD strains were isolated in 73.3% of the piglets from
treated group and in 20.2% of the piglets from control group.

4. Discussion
4.1. Spore production

In a previous study, the dosage of 1 x 10° spores per animal was
successfully used to prevent CDI in an experimental model using piglets
(Oliveira Janior et al., 2018b), and therefore was defined as the stan-
dard dose in the present study. As such, the number of spores produced
in each 500 mL culture bottle in this study was sufficient for use in 100
newborn piglets (Oliveira Janior et al., 2018a, 2018b). The techniques
used to estimate the spore percentage exhibited different outcomes,
most likely due to the Wirtz-Conklin technique being more subjective

Experimental design used to test a non-toxigenic strain of C. difficile (isolate Z31, strain type 3, ribotype 009) against natural C. difficile infection (CDI) in piglets
located in three farrowing rooms (F1, F2, and F3) on a commercial farm previously diagnosed with CDI. An alternating inoculation of Z31 was applied such that
piglets of odd birth order (1, 3, 5, and so on) received Z31, while piglets of even birth order did not receive the strain (negative controls).

Groups F1 F2 F3 Farm

Animals Litters Animals Litters Animals Litters Animals Litters
Treated 30 5 30 5 30 6 90 16
Control 24 32 28 84
Total 54 62 58 174

* Animals received 10° spores of non-toxigenic strain of C. difficile (NTCD) Z31 orally.
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A B Fig. 2. Scores of diarrhea in 1-day old piglets
3 a 1.5- ’ one day after administration of Z31. In (A) the
a scores are represented according to infectious
@ } 9 agent. In (B) are represented scores of diarrhea
[ g of the group treated with non-toxigenic strain
8 21 8 1.0+ of Clostridioides difficile (NTCD) Z31 versus
: § b control. Different letters means statistical dif-
2 b b ° } ferences by Mann-Whitney test (p < 0.05).
% 1 [ { % 0.5+ CDI: C. difficile infection (positive for A/B
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and the possibility of staining non-viable cells (Hamouda et al., 2002). Table 3

Nonetheless, spore percentages higher than 90%, found in bacterial
counting, were similar to previous studies with Z31, revealing its ability
to sporulate without additional steps (Oliveira Junior et al., 2016,
2018a, 2018b). This high spore production is in agreement with pre-
vious results using strain Z31 and would be a highly desirable feature of
the strain if it became a commercial product (Songer et al., 2007;
Oliveira Junior et al., 2018a).

4.2. Previous occurrence of NPD and CDI in the farm

Stool sampling a week before the administration of Z31 demon-
strated that more than 50% of one-day-old piglets were colonized with
C. difficile. This finding is in agreement with previous studies that found
this pathogen to be commonly associated with this age group (Songer,
2004; Weese et al., 2010). In addition, detection of toxigenic C. difficile
was highly correlated with A/B toxin detection and all animals in which
A/B toxins were detected showed some level of diarrhea, pointing to a
high occurrence of CDI (Songer, 2004; Oliveira Junior et al., 2018b).
The morbidity of CDI in pig farms is commonly around 20%, but it can
be higher than 50% with cases of diarrhea also being more evident, as
was observed in the present study (Songer, 2004; Lippke et al., 2011;
Cruz Junior et al., 2013; Silva et al., 2013c). Although C. perfringens
type A and ETEC were also detected in the present study, only toxigenic
C. difficile and its toxins were associated to diarrhea, thereby making it
the main enteropathogen in one-day-old piglets on this farm.

4.3. Clostridium difficile infection after administration of Z31

The oral administration of Z31 in piglets reduced the occurrence of
CDI in this commercial farm, and these results are in agreement with
previous studies in which Z31 prevented the occurrence of CDI in
hamster and piglet experimental models (Oliveira Jtnior et al., 2016,
2018b). The only other report of the use of an NTCD in a commercial
farm found a slight reduction in A/B toxin detection in piglets, sug-
gesting a benefit of this strategy in reducing CDI occurrence (Songer

Table 2

Occurrence of C. difficile infection (CDI) accessed by detection of A/B toxins in
feces of animals which received the non-toxigenic strain of C. difficile Z31 and
control animals housed in three different farrowing rooms (F1, F2 and F3) on a
pig farm. Different letters in columns means statistical differences by Fisher
exact test (P < 0.05).

Groups F1 (%) F2 (%) F3 (%) Farm (%)
Treated’ 23.3" 0.0 0.0° 7.8°
Control 54.22 12.5 14.32 25.0%
Total 37.0 6.5 6.9 16.1

* Received 10° spores of non-toxigenic strain of C. difficile (NTCD) Z31 or-
ally.
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Fig. 3. Scores of diarrhea in piglets from treated and control groups that de-
veloped C. difficile infection (CDI). Different letters mean statistical differences
by Mann-Whitney test (p < 0.05).

Occurrence of toxigenic C. difficile (TCD), C. perfringens type A (CP), and enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) in animals treated with the C. difficile non-toxigenic
strain Z31 and control animals from three different farrowing rooms (F1, F2, and F3) on a pig farm. Different letters in columns means statistical differences by Fisher

exact test (p < 0.05).

Groups F1 F2 F3 Farm

TCD CP ETEC TCD cp ETEC TCD cP ETEC TCD cp ETEC
Treated’ 20.0° 30.0 0.0 3.3 10.0 10.0 0.0° 10.0° 20.0 7.8° 16.7° 10.0
Control 54.2° 16.7 12.5 18.8 31.3 9.4 17.9° 42.9° 14.3 28.6° 31.0° 11.9
Total 35.2 24.1 5.6 11.3 21.0 9.7 8.6 25.9 17.2 17.8 23.6 10.9

* Received 10° spores of non-toxigenic strain of C. difficile (NTCD) Z31 orally.
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et al., 2007). The competitive exclusion, based on the adherence ability
of each strain, is hypothesized to be the main mechanism of action of
NTCD in the prevention of CDI (Songer et al., 2007; Natarajan et al.,
2013; Gerding et al., 2018). This mechanism may explain the reduction
in diarrhea intensity of piglets that developed CDI after receiving Z31 in
the present study.

The administration of Z31 also reduced the fecal shedding of toxi-
genic C. difficile in treated animals. It is also important to note that all C.
difficile toxigenic strains isolated in the present study were classified as
ST11, which is commonly related to ribotypes 078 and 126, and highly
reported in swine worldwide (Keel et al., 2007; Schneeberg et al., 2013;
Oliveira Junior et al., 2018c). Sequence type 11 has also been suggested
as the zoonotic strain responsible for increasing community-associated
CDI in humans (Suo et al., 2017; Wu et al., 2017). It is also important to
remember that, in previous studies, Z31 was used to prevent CDI in
piglets challenged with a C. difficile infection from ribotype 014/020
(ST2), another very common toxigenic type in piglets and humans
(Knight et al., 2015; Martin et al., 2016; Oliveira Jtnior et al., 2018b).
Taken together, these results suggest that Z31 is capable of preventing
CDI in piglets challenged with the most common sequence types asso-
ciated with the disease in humans and piglets. Therefore, the use of
NTCD strains might be an interesting preventive strategy considering
the One Health concept (Squire and Riley, 2013).

Of note, the incidence of CDI in control animals was lower than the
incidence tested before the experiment. Considering the isolation of
NTCD in some animals from control group, it could be hypothesized
that non-inoculated piglets receive some indirect benefit due to inges-
tion of spores eliminated into the environment by treated animals once
they were all bred together. This indirect benefit of an NTCD was not
observed by Songer et al. (2007), who spread NTCD spores on the
perineum and teats of sows before delivery, but did not observe dif-
ferences in A/B toxin detection in newborn piglets. Although it is not a
consensus, this indirect benefit should be considered, and further stu-
dies should evaluate the direct and indirect long-term effect of con-
tinuous NTCD administration in a commercial farm.

4.4. Neonatal porcine diarrhea after administration of Z31

The piglets with CDI, mainly those that did not receive Z31, showed
the highest scores of diarrhea, and the results are in accordance with
some studies suggesting that C. difficile is one of the main causes of NPD
(Songer and Anderson, 2006; Cruz Junior et al., 2013; Silva et al.,
2013a, 2013c; McElroy et al., 2016). In ETEC isolates, the most
common virulence genes found were STaP and adhesin F5 (previously
K99), which are commonly reported in ETEC isolates from feces of
piglets with diarrhea caused by this agent (Gyles and Fairbrother,
2010). On the other hand, the association of C. perfringens type A with
diarrhea was surprising. Although the cpb2 gene (encoding beta2 toxin)
was found in all isolates, there is no consensus of its role or of any
virulence factor in inducing diarrhea in swine, making it impossible to
differentiate commensal C. perfringens strains from pathogenic isolates
(Cruz Junior et al., 2013; Farzan et al., 2013; Allaart et al., 2014). In-
terestingly, all piglets with coinfections showed moderate to severe
diarrhea, in agreement with other reports, showing that association
among pathogens can worsen the clinical signs (de la Fé Rodriguez
et al., 2012; Wang et al., 2013).

The reduction in isolation of C. perfringens in animals that received
731 deserves attention. Coinfection of C. difficile and C. perfringens type
A or C has already been described in dogs and foals (Uzal et al., 2012;
Diniz et al., 2018). In both cases, the authors hypothesized a possible
synergism between these species. In this scenario, it is possible that the
reduction in the incidence of CDI conferred by Z31 might have directly
or indirectly diminished the colonization by C. perfringens.

As previously reported, C. difficile was the main cause of NPD in this
farm. However, administration of Z31 was able to reduce diarrhea
caused by this agent and, consequently, demonstrate a general

Veterinary Microbiology 231 (2019) 1-6

reduction of NPD in the farm. To the best of our knowledge, this is the
first report that an NTCD efficiently and significantly reduced CDI,
producing a positive impact on NPD in a commercial establishment
(Songer et al., 2007; Arruda et al., 2016). Given that NPD is one of the
major problems affecting this swine category, the use of preventive
strategies to reduce diarrhea is essential and has potential impacts in
the productive chain (Larsson et al., 2016; Ruiz et al., 2016; Oliveira
Junior et al., 2018b).

5. Conclusion

The non-toxigenic strain of C. difficile Z31 was able to reduce the
occurrence of CDI and NPD in one-day-old piglets on a commercial
farm. The present work confirms the potential use of NTCD strains as a
preventive method against CDI.
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Abstract

The oral administration of non-toxigenic strains of Clostridioides difficile (NTCD) is currently showing promising results for the
prevention of Clostridioides difficile infection (CDI) in humans and animals, and is being considered as a possible commercial
product to be used in the near future. The aim of this work was to evaluate five culture media for the growth and sporulation of
one NTCD (Z31) and evaluate the viability of a lyophilized spore solution of NTCD Z31 stored at 4 °C or at 25 °C for 2 years.
Reinforced clostridial medium (RCM) and brain heart infusion broth (BHI) provided the highest production of NTCD Z31
spores. In the first 6 months of the storage of the lyophilized solution, a reduction in spore count of approximately 0.3 Log;o CFU/
mL was observed; however, no further significant reduction in spore count was observed up to 24 months. No difference in spore
concentration was found between the two storage temperatures from 6 to 24 months of storage. The present work showed BHI
and RCM to be the best choices for the growth and sporulation of NTCD Z31 and suggested that the spores of NTCD Z31 are

stable for up to 2 years under both temperature conditions.

Keywords Probiotic - Culture media - Long-term viability - Spores

Introduction

Clostridioides (previously Clostridium) difficile is a strict an-
aerobic, sporulated, and Gram-positive bacterium that can be
classified as toxigenic or non-toxigenic based on the produc-
tion of toxins A, B, and binary [1, 2]. C. difficile is responsible
for pseudomembranous colitis in humans as well as diarrhea
in animals, such as pigs, horses, and dogs [3, 4]. Indeed, this
pathogen is considered one of the most important causes of
neonatal diarrhea in piglets [5, 6] and studies performed in
Brazil showed that 35% to 53% of herds were affected, with
16% of neonatal piglets positive for C. difficile toxins [7-9].
Despite the importance of C. difficile in swine, current control
measures for C. difficile infection (CDI) are based only on
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hygiene and disinfection of facilities, and there are no preven-
tive products available to control the disease [3, 6].

Several studies are currently underway aimed at controlling
CDI in humans and domestic animals through immunization
(active and passive) and the use of antibiotics or probiotics
[10-12]. In 1983, Wilson & Sheagren [13] reported that pre-
vious colonization by a non-toxigenic strain of C. difficile
(NTCD) increased the survival rate of hamsters challenged
with a toxigenic strain. Following this report, many studies
in hamsters, mice, and humans confirmed the protective effect
of oral administration of NTCD against CDI [14-19]. In pig-
lets, administration of NTCD in neonates was also demon-
strated to be an effective strategy against CDI, as it reduced
toxin detection and the appearance of macroscopic and micro-
scopic lesions in these animals [12, 20].

In Brazil, an NTCD strain (named Z31) isolated from a
healthy dog presented promising results for CDI prevention.
Whole genome sequencing demonstrated the presence of im-
portant genes related to colonization and sporulation [21], and
studies in an experimental hamster model showed that the
strain could prevent CDI in all of the animals tested [22].
Despite these promising results, the commercial utilization
of NTCD to prevent CDI requires the significant in vitro
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production of these candidate strains as well as the mainte-
nance of an acceptable shelf viability of their commercial
form. Therefore, the aim of this work was to evaluate five
culture media for the growth and sporulation of NTCD Z31
and to evaluate the temporal viability of a lyophilized spore
solution of NTCD Z31 maintained in two different tempera-
tures for 2 years.

Material and methods
Strain

The NTCD Z31 strain was isolated from a healthy dog in
February 2009, in the city of Belo Horizonte (state of Minas
Gerais, Brazil). It was confirmed to be non-toxigenic by PCR
owing to the absence of the genes tcdA, tcdB, and cdtB [7] and
it was classified as ribotype 009, the most common ribotype
among the non-toxigenic strains in several countries [23, 24].
The complete sequence of the NTCD Z31 genome showed
some desirable genes for virulence factors not related to toxin
production, such as intestinal colonization (slpA) and biofilm
formation (fliC and fliD), which are likely to be important
from the perspective of competitive exclusion [21]. This strain
also showed a higher spore production than other NTCDs
previously isolated and it prevented CDI in 100% of exposed
hamsters [22].

Culture media

Five different broth media were used. Two were made ac-
cording to the recommendations of the manufacturers: brain
heart infusion broth (BHI, Oxoid, USA) and reinforced clos-
tridial medium (RCM, Difco, USA). The third medium was
BHI supplemented with 0.1% L-cysteine (Merck, USA) and
0.5% yeast extract (Difco, USA) (BHIS) [25]. The fourth
medium contained only 1.5% tryptose (Difco, USA) and
1.0% yeast extract (Difco, USA) (TY). Finally, a sporulation
broth was used which contained 1.5% tryptose (Difco,
USA), 1.1% sodium hydrogen phosphate (Na,HPOy,,
Synth, Brazil), 0.3% starch (Merck, USA), 0.3% yeast ex-
tract (Difco, USA), 0.1% Na-thioglycollate (Synth, Brazil),
and 0.01% magnesium sulfate (MgSO,, Synth, Brazil) (SB)
[26].

Measurement of C. difficile growth and spore
production

NTCD Z31 was primarily cultured on Miiller Hinton agar
(Oxoid, UK) supplemented with 5% horse blood and 0.1%
sodium taurocholate (Himedia, India) (AST) in an anaerobic
chamber (Thermo Fisher Scientific, USA) (80% N,, 10%
CO,, 10% H,) for 2 days. The colonies were diluted in

@ Springer

phosphate-buffered saline (PBS — 1x, pH 7.4), until the solu-
tion reached the tube 1 of the McFarland scale (~3.0 x
10® UFC/mL). Subsequently, 5.0 uL of this solution was in-
oculated in 5.0 mL of each pre-reduced culture medium pre-
viously described (1:1000 ratio) and incubated under anaero-
bic conditions, at 37 °C for 5 days [25]. After this period,
cultures were maintained in aerobic conditions at 25 °C =+
2 °C until day 30. The total numbers of cells and spores were
counted on days 3, 5, 10, 15, and 30. Assays were performed
in sextuplicate for each medium at each time point [25].

To determine the growth of Z31, the solution from each
tube was homogenized, serially diluted in PBS, plated on
AST, and incubated under anaerobic conditions for 2 days.
To measure spore production, the same procedure was follow-
ed with the addition of a single heat treatment (20 min, 70 °C)
to eliminate the vegetative cells prior to the serial dilution [22,
25]. Plates containing 30 to 300 colonies were used to deter-
mine the amount of Z31 from each culture in colony forming
units per milliliter (CFU/mL). The frequency of sporulation
was calculated by dividing the spore concentration by the total
CFU/mL. In addition, a pool of each broth at each time point
was analyzed using the Wirtz-Conklin staining technique to
visualize spores [27].

Lyophilization and measurement of long-term
viability

The spore solution of C. difficile was produced in BHI according
to a previously described method with some adaptations [28].
Briefly, two steps of pre-inoculation were performed; each step
contained 10% of the total volume of the next inoculum and was
incubated for 24 h under anaerobic conditions. C. difficile was
grown in bottles containing 500 mL of BHI, which were incu-
bated under anaerobic condition for 120 h, then aerobic condi-
tions for 120 h. After this period, the solution was centrifuged
(3000%g, 30 min, 4 °C) (Hettich, Germany) and the pellet was
subjected to shock with ethyl alcohol (1:2) at 37 °C for 30 min.
The solution was centrifuged again, and the pellet was suspended
with the same volume of PBS. This procedure was repeated eight
times. The solution was then subjected to a heat treatment
(20 min, 70 °C) to eliminate the vegetative cells. Three aliquots
were tested using the Wirtz-Conklin staining technique [27] to
determinate the proportion of spores using an optic microscopic
(Nikon, Japan).

The final solution was used to count the number of spores
on AST plates, as previously mentioned, and diluted to a final
concentration of 10® spores/mL. One milliliter of this solution
was aliquoted into tubes, which were frozen (24 h, —80 °C),
lyophilized in a freeze dryer (Enterprise, Terroni, Brazil), and
maintained at two different temperatures (4 °C and 25 °C) for
2 years. The number of spores was counted after the dilution
of the lyophilized strains in 1 mL of PBS following the same
procedures for spore counting described above. The analyses
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were done in triplicate 1 day after the counting procedure and
were performed monthly for 12 months and then again at 18
and 24 months after lyophilization.

Statistical analysis

The spore counts were converted to a base 10 logarithm and
analyzed by ANOVA and Student’s ¢ test. A p value of < 0.05
was considered to be statistically significant. Linear and non-
linear regressions were constructed for the data related to
long-term viability. The analysis was performed in
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, USA).

Results
Growth and sporulation
The growth of NTCD Z31 varied from 3.86 x 10* CFU/mL (TY,

3 days) and 7.15 x 10° CFU/mML (RCM, 5 days) for the media
tested (data not shown). Spore production of NTCD Z31 varied

from 2.24 x 10* CFU/mL (TY, 3 days) to 6.57 x 10° CFU/mL
(BHI, 5 days) (Fig. 1A). At day 3, culture in RCM provided the
highest growth and spore production. From day 5 on, culture in
RCM and BHI showed similar results, followed by culture in SB,
BHIS, and then TY (Fig. 1A). The frequency of sporulation at 72
and 120 h was between 68.1% and 80.5% for the culture media
tested, except in BHIS, which featured a sporulation rate under
50.0% at both time points. After storage in aerobic conditions, all
culture media showed sporulation rates above 98.0% at days 10,
15, and 30 (Fig. 1B).

Long-term viability

After spore production, solutions containing 10% spores of
NTCD Z31 were lyophilized, stored at 4 °C (cooled) or
25 °C (room temperature), and tested for their long-term via-
bility during the course of 24 months. A slight decrease in the
spore count was observed in both storage temperatures in the
first 12 months of the experiment; however, this decrease was
followed by the stable maintenance of spore counts for up to
24 months (Fig. 2A). Statistical differences between the two

Fig. 1 Sporulation of NTCD Z31 81 a
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cultures were incubated in
anaerobic conditions at 37 °C 7. - TY
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for each growth medium (Log e / ) . T — B
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Fig. 2 Spore counts of lyophilized NTCD Z31 stored over a 24-month
period at 4 °C or 25 °C. (A) Spore counts and the standard deviation of
samples at 4 °C or 25 °C. (B) Non-linear regression model of the original
data

storage temperatures were only observed in the fourth and
fifth months, with higher concentrations of spores being found
in samples maintained at room temperature. No differences
were found from 6 months until the end of experiment.

Linear regression performed using the data from the first
12 months of counting estimated that the spore concentra-
tions of NTCD Z31 obtained after 24 months of storage
were 1.66 x 107 CFU/mL for the cooled samples and
1.55 x 10" CFU/mL for the room temperature samples, with
R? values of 81.0% and 94.4%, respectively (data not
shown). A non-linear regression using all data obtained in
this experiment was also performed (Fig. 2B), because the
spore concentration showed relative stability in the last
months of measurements. The estimated spore concentra-
tion of NTCD Z31 from this model during the stable period
was 4.16 x 10" CFU/mL for cooled storage and 3.85 x
107 CFU/mL for room temperature storage (R* of 90.58%
and 90.67%, respectively). These results were statistically
similar to the actual concentrations found in the final mea-
surement of the experiment (4.17 x 10’ CFU/mL for cooled
storage and 3.92 x 10’ CFU/mL for room temperature
storage).

@ Springer

Discussion
Growth and sporulation

CDI is an important disease in both humans and domestic
animals and the use of bacterial probiotics could be a viable
alternative to prevent this disease [12]. NTCD Z31 is a possi-
ble candidate to be used for the prevention of CDI, because it
was able to prevent disease in 100% of treated hamsters [22].
Despite these results, it is essential to understand the in vitro
growth and sporulation characteristics of the strain NTCD
Z31 to assess the viability of its commercial use. The quanti-
fication of total cells and spores in present study was per-
formed based on colony-forming units (CFU), similar to other
studies [25, 29, 30]. Experiments with toxigenic strains of
C. difficile found spore concentrations between 10° and
107 CFU/mL after 2 days of incubation and over 10’ CFU/
mL after 3 and 5 days of incubation [25, 30]. Although these
values are higher than those found in the present study, com-
parisons between different studies must be done cautiously, as
even small differences in methods may cause significant alter-
ations in the growth and sporulation of the strains [31].
Despite this, the average of the spore concentrations found
in two culture media tested (RCM and BHI) were higher than
the suggested concentration to prevent CDI in swine (2.0 x

10° spores/mL), which could represent viable productivity if
this value could be maintained in large scale [12].

The best results for the growth and sporulation of NTCD
Z31 in present study were observed in RCM and BHI media.
RCM has been used for the isolation of C. difficile and con-
tains the components and nutrients necessary to support
growth of Clostridia and other anaerobic bacteria [32].
Although culture in RCM provided adequate conditions for
growth and spore production during this experiment, the ad-
dition of agar in the formula hinders the separation of spores
from culture media, which could be a limitation when larger
volumes are used. For this application, culture in BHI appears
to be the best option among the tested media, because it
showed similar results to culture in RCM and is an inexpen-
sive culture media.

Many studies that evaluated C. difficile growth and sporu-
lation used BHIS [25, 33]; however, in the present study,
culture in this medium produced a concentration of spores
more than ten times lower than that produced in the culture
with BHI. The addition of L-cysteine in BHIS is the main
difference of this broth in comparison to BHI. Although it is
not essential for growth, cysteine is one of the main sources of
carbon and energy when added to a culture medium, and it is
consumed at the beginning of the growth phase [34]. Cysteine
also leads to changes in C. difficile metabolism, such as re-
ductions in the production of toxins, short-chain fatty acids
(SCFAs), and enzymes, including 3-hydroxybutyryl-CoA de-
hydrogenase [35]. This enzyme is responsible for
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solventogenesis in Clostridium acetobutyricum, a process that
converts SCFAs to ketones and alcohols. Solventogenesis is
linked to sporulation in C. acetobutyricum, with mutants un-
able to convert butyric acid to butanol, resulting in poor spor-
ulation [36]. Similarly, this may have led to the low sporula-
tion rate of NTCD Z31 when cultured in BHIS media (Fig.
1B). It is noteworthy that inclusion of cysteine in anaerobic
culture media is fairly common, because it is a reducing agent
that improves the growth of anaerobic bacteria when condi-
tions are not optimal [37, 38]. Interestingly, some culture me-
dia indicated for sporulation use cysteine, even in higher con-
centrations when compared to present study [39].
Nevertheless, there are many differences among the sporula-
tion patterns of each strain, which make generalizations diffi-
cult and reinforce the importance of specific studies focusing
on the growth and sporulation of a particular strain [25].

With the exception of BHIS, the sporulation ratio in present
study was higher than 68% after 3 and/or 5 days of culture.
Previous studies evaluating different strains of C. difficile
found sporulation rates between 1% and 60% after 2 or 3 days
of culture, with some evidence that endemic and hypervirulent
strains are associated with enhanced sporulation rates [29, 30,
33, 40]. It is known that spore production increases with in-
cubation time, and recent studies have shown that even non-
endemic strains can sporulate at high rates [25, 33, 41]. In this
context, NTCD Z31 seems to be a strain with a relatively high
sporulation rate, confirming a prior study where NTCD Z31
was the most efficient strain in spore production when com-
pared to four NTCD isolated from different animals [22]. This
is an important feature to consider for its possible use as a
commercial preventive method, because the administration
of spores, and not vegetative cells, has been shown to prevent
the disease in piglets [12, 20].

It is worth noting that the sporulation rate found in the
present study was higher than 98% after aerobic storage,
and the spore concentration was maintained from day 5 until
the end of experiment in all culture media. Oxygen present in
the atmosphere is toxic to anaerobic microorganisms, such as
C. difficile. Under aerobic conditions, vegetative cells under-
go apoptosis or begin the sporulation process [38]. Despite
this, obtaining a solution with a high proportion of spores is
difficult in cultures of Clostridium, leading to the require-
ment of additional steps such as heat treatment, alcohol
shock, sonication, enzymatic treatment, centrifugation, or a
combination of these methods [28, 42, 43]. The NTCD Z31
strain showed a high sporulation rate without any additional
steps, which is a promising feature for its potential on a
commercial scale.

Long-term preservation

C. difficile spores are commonly stored cooled or frozen and
the spore concentration in this storage condition is usually

maintained or slightly decreased between 30 and 56 days of
storage [44—46]. In the first step of present study, the spore
concentration kept stable in solutions maintained at 25 °C for
30 days. The choice of the two storage temperatures in this
study was made considering these previous results and the
difficulty of maintaining a cold chain for commercial product
delivery in many regions. Additionally, although previous
studies have stored spores in a spore solution, the option of
lyophilization was selected because this method is one of the
most conservative for evaluating long-term viability and it is
often applied for biotechnological or commercial use.
Furthermore, lyophilization is a safe, stable, and suitable
method commonly used for the long-time preservation of bac-
teria [47-49].

In the first 6 months of storage, a slight decrease in spore
concentration was observed at both temperatures. It is known
that some spores are capable of germinating in adverse con-
ditions owing to defects in exosporium and spore coat, or
spontaneous activation of genetic factors linked to germina-
tion [50]. In that case, the decrease in spore count could be
explained by apoptosis of vegetative cells from these defective
spores. Another explanation is linked to dormancy of spores,
which could be accelerated at lower temperatures [51]. This
hypothesis could explain differences observed in the fourth
and fifth months of counting, when the spores maintained at
room temperature showed higher concentrations than those
maintained at 4 °C. Results obtained in the last 18 months of
experimentation showed maintenance of spore counts for the
duration of the experiment.

It should be highlighted that both forms of storage provided
the same final concentration of spores. Importantly, this shows
that cold chain maintenance, which increases costs and is not
practical in many situations, is not necessary for the storage of
viable NTCD Z31 [52]. In addition, previous studies using
NTCD strains to prevent CDI in piglets have suggested a
dosage of approximately 10° spores per animal [12, 20].
Following these recommendations, the number of NTCD
Z31 spores found in a single bottle after 2 years of storage
(around 4.0 x 107 CFU/mL) would be able to prevent CDI in
40 animal; however, further studies on target species will be
necessary to confirm this dosage.

Conclusion

The NTCD Z31 strain showed a high sporulation rate when
cultured in BHI and RCM, and these spores were highly
stable after 2 years of storage under both cooled and room
temperature conditions. Additional studies evaluating the
ability of NTCD Z31 to prevent disease in target species
are needed to corroborate its potential use for the prevention
of CDIL

@ Springer
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9.3.Cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado

9.3.1. Cadastro SisGen, nimero A6098AB: Estirpe ndo toxigénica de Clostridium
difficile para prevengao e tratamento de infec¢ao e/ou colonizacdo por Clostridium

difficile
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Ministério do Meio Ambiente ]
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO
SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 A6098AB

A atividade de acesso ao Patriménio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.
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Usuario: Universidade Federal de Minas Gerais
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de infecgdo e/ou colonizagao por Clostridium difficile
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Francisco Carlos Faria Lobato Universidade Federal de Minas Gerais

Carlos Augusto de Oliveira Junior Universidade Federal de Minas Gerais
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Identificagdo do meio onde foi SILVA, Rodrigo Otavio Silveira et al. Padronizac
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Identificagdo do meio onde foi Pereira, F. L., Oliveira Junior, C. A,, Silva, R. O.
divulgado:

Data do Cadastro: 20/06/2018 14:49:04

Situagao do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patrimbénio Genético
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9.3.2. Cadastro SisGen, nimero AOE1816: Desenvolvimento de produto para prevengao
e tratamento de infec¢do e/ou colonizacao por Clostridium difficile
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Data do Cadastro: 04/07/2018 13:19:30

Situagao do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patrimbénio Genético
Situagao cadastral conforme consulta ao SisGen em 13:19 de 04/07/2018.

YA/ SISTEMA NACIOMAL DE GESTAO

DO PATRIMONIO GEMETICO

E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
IANIAN ASSOCIADO - SISGEN
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9.4.  Certificado CEUA 013/2014: Avaliagdo de estirpes ndo toxigénicas de
Clostridium difficile para a prevencao de diarreia neonatal em leitdes
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

LA —ict i ~ CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
UFMG
CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 013/2014, relativo ao projeto intitulado “Avaliacdo de estirpes ndo toxigénicas de Clostridium
difficile para a prevencdo de diarreia neonatal em leites.”, que tem como responsavel Francisco Carlos Faria Lobato estd de
acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG),
tendo sido aprovado com sugestdo na reunido de 07/04/2014. Este certificado expira-se em 06/04/2019.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°. 013/2014, related to the Project entitled “Evaluation of non-toxigenic strains of Clostridium
difficile for the prevention of neonatal diarrhea in piglets”, under the supervision of Francisco Carlos Faria Lobato, is in
agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
(CEUA/UFMG), and was approved in 04/07/2014. This certifica‘te expi/es in 04/07/20109.

Belo Horizonte, 09/04/2014.

Jacqueline | auraAlvarez Leite
Coordenad?r dal!CEUA/UFMG
|
\J

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha- Unidade Administrativa 11 — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516 — Fax: (31) 3409-4592
www.ufmag.br/bioetica/cetea/ceua - cetea@prpg.ufmg.br



tel:%2831%29%203499-4516
tel:%2831%29%203499-4592
http://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua
mailto:cetea@prpq.ufmg.br

9.5.Deposito de Know-how: Uso de estirpe ndo toxigénica de Clostridium
difficile para prevengdo e tratamento da infec¢do e/ou coloniza¢do por
Clostridium difficile

173



(ﬁn:y:(lt“:li-nit_l: ia de
Iransferéncia e

CT‘ ‘t ovagdo Tecnolog
IT UFMG

X ;-.__.‘. .‘...;\ 'o®
iy AV
e JENBRO ot

UFMG

DECLARAGAO

Declaramos, para os devidos fins, que o know-how intitulado "USO DE
ESTIRPE NAO-TOXIGENICA  CLOSTRIDIUM DIFFICILE PARA
PREVENGCAO E TRATAMENTO DA INFECCAO E/OU COLONIZACAO POR
CLOSTRIDIUM DIFFICILE" foi registrado internamente na Coordenadoria de
Transferéncia e Inovagédo Tecnologica (CTIT/UFMG) sob o n® 53, no dia
18.07.2018. Constam como autores do referido know-how: Francisco Carlos

Faria Lobato, Rodrigo Otavio Silveira Silva e Carlos Augusto de Oliveira
Junior.

Por ser verdade, firmo o presente documento.

Belo Horizonte/MG, 14 de agosto de 2018.

QOLMOL /&jum é}wm ’M/é}
Raissa De Luca Gmmaa/aes
Coordenadora do Setor de Propriedade Intelectual

Coordenadoria de Transferéncia e Inovagao Tecnoldgica - CTIT

Av. Antdnio Carlos, 6627 - Unidade Administrativa II - 2° andar - Sala 2008/2017

CEP: 31270-901 - Belo Horizonte - MG - Fone: (31) 3409-4033/3931 - Fax: 3409-6430

E-mail: info@ctit.ufmg.br - http://www.ufmg.br/ctit
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