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INTRODUCAO

Clostridioides difficile ¢ um bacilo gram-positivo, anaerobio estrito e
formador de esporos, com elevada resisténcia e capacidade de
disseminagdo pelo ambiente*. Considerado um patégeno emergente, C.
difficile tem sido reconhecido como importante agente bacteriano em
humanos e animais®. Estudos recentes descrevem a possivel atuagdo de
animais domésticos e silvestres como reservatorios para seres humanos,
sugerindo o potencial zoonotico desse agente, reforcado pela alta
similaridade genética entre os isolados °.

A infecgdo por C. difficile (ICD) é de grande relevancia em suinos,
constatada pelo seu importante papel na diarreia neonatal, que ocorre
predominantemente em leitGes com até 7 dias de idade®. A ICD em suinos
neonatos é de ocorréncia mundial, caracterizada clinicamente por colite,
edema de mesocdlon, diarreia e crescimento corporal reduzido?,
ocasionando impactos na produtividade dos leitdes, destacado como
principal prejuizo relacionado a disseminagéo do agente entre os plantéis.
A susceptibilidade dos leitdes & ICD esté correlacionada com a microbiota
imatura, maior presenca de sais biliares primarios, além da existéncia de
receptores para os principais fatores de patogenicidade de estirpes
toxigénicas de C. difficile, as toxinas A (TcdA) e B (TcdB)58.

Quanto ao controle da enfermidade, devido a capacidade de esporulagdo
do patdgeno, acdes de descontaminacéo e eliminacdo sdo indicadas como
medidas auxiliares para conter a disseminagéo®. Entretanto, a sua completa
eliminacdo, especialmente da forma esporulada, dificilmente ocorre,
demandando que as medidas de higiene sejam acompanhadas de agdes
imunoprofilaticas para prevencéo da infecgdo dos animais susceptiveis’.
Considerando a auséncia de métodos imunoprofilaticos compostos por
proteinas recombinantes, tecnologia sabidamente vantajosa para producao
industrial?, o objetivo deste estudo foi o desenvolvimento de duas vacinas
a partir de fragmentos imunogénicos das toxinas A e B de C. difficile para
a prevencao da infeccéo em leitdes, bem como a avaliagdo da imunizagao
ativa e passiva dos suinos inoculados.

METODOLOGIA

aproximadamente 10 mL do sangue de cada matriz foi coletado pela veia
jugular para obtengdo do soro.

As matrizes tiveram 0S Seus partos assistidos e os leitdes conduzidos a
colostragem apo6s a cura de seus umbigos e devida marcagdo. Em até 72
horas apds 0 nascimento, seis leitdes foram aleatoriamente selecionados de
cada matriz, para que a coleta sanguinea das veias cefalica e/ou jugular
fossem realizadas. A coleta sanguinea das matrizes também foi realizada,
para obtencdo do soro, deteccdo e titulagdo dos anticorpos por ensaios
imunoenzimaticos (ELISA).

A leitura do ELISA indireto foi realizada mediante absorbancia de 19G
anti-TcdA e anti-TcdB recombinantes com o uso de espectrofotdmetro e
as andlises dos dados referentes a resposta imune das matrizes e leitdes
neonatos ocorreu com o teste de Kruskal-Wallis, com excecdo dos titulos
de anticorpos em soro obtido das matrizes, que por apresentarem
distribuicdo normal, foram analisados por ANOVA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A procura de um potencial imunégeno que induzisse prote¢do contra os
principais fatores de viruléncia de C. difficile, estudos avaliaram a
antigenicidade de diferentes porcfes das toxinas A e B. Observou-se
elevada imunogenicidade dos fragmentos C-terminal, denominados
combined repetitive oligopeptide (CROP), responsaveis pela ligacdo das
toxinas aos receptores presentes no epitélio intestinal. Nesse sentido, para
a sintese da vacina recombinante bivalente, composta por fragmentos de
TcdA e de TcdB (AB), bem como produgdo de uma quimera (Q), contendo
a juncdo dos fragmentos presentes na vacina bivalente, foram selecionadas
regides previamente caracterizadas como imunodominantes. Em
sequéncia, foi elaborado o plasmideo contendo as regides imunorreativas
que foi, entdo, inserido aos hospedeiros de expressdo Escherichia coli
Avrtic Express (DE3) e BL21 por transformacdo bacteriana, a fim de que
ocorresse a expressdo das proteinas recombinantes.

Apo0s a realizacdo de testes de esterilidade, inocuidade e comprovagéo da
resposta humoral em coelhos, os imundgenos foram liberados para
avaliagdo na espécie-alvo (suinos). Este trabalho foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG) sob protocolo n°
277/2020.

O estudo foi composto por trés grupos experimentais contendo 6 matrizes
suinas cada: (I) controle (salina estéril 0,85%); (1) tratamento AB e (1)
tratamento Q, sendo a dose utilizada de 20 ug, em adi¢do a 100 ug de
hidréxido de aluminio. Os animais foram imunizados via intramuscular,
na 6% e 3% semana antecedentes ao parto. Anterior as inoculagdes,

Em todos os tempos (TO, T1 e T2) foram observados titulos de anticorpos
estatisticamente diferentes entre todos os grupos em relagdo ao antigeno
TcdA, com matrizes imunizadas com a vacina quimérica apresentando
maiores titulos de anticorpos (Fig.1). Em relagdo ao antigeno TcdB, assim
como demonstrado também para TcdA, as matrizes inoculadas com ambos
os imunizantes (AB e Q), apresentaram titulos de anticorpos similares e
estatisticamente superiores ao grupo controle (Fig.1).
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Figura 1: Absorbancia (OD 492 nm) de 1gG anti-TcdA e anti-TcdB
recombinantes dos grupos de matrizes suinas controle e imunizadas com
as vacinas bivalente (AB) e quimera (Q) avaliados por ELISA indireto
(Fonte Autoral).

Os leitdes passivamente imunizados contra as toxinas A e B de C. difficile
via colostro apresentaram titulos de anticorpos superiores aos animais do
grupo controle analisando-se ambos os antigenos TcdA e TcdB (Fig. 2).



XI Coldquio Técnico Cientifico de Satde Unica,

Ciéncias Agrarias e Meio Ambiente

IgG anti-TcdA 19G anti-TcdB

OD (492 nm)
N
1

OD (492 nm)

> >
<\\‘o (e vjo &‘n o Yib
V4 °

Group Group

Figura 2: Absorbancia (OD 492 nm) de 1gG anti-TcdA e anti-TcdB

recombinantes dos grupos de leitdes controle e imunizados com as
vacinas bivalente (AB) e quimera (Q) avaliados por ELISA indireto
(Fonte Autoral).

Comparou-se ainda, os titulos de anticorpos detectados nas matrizes suinas
nos tempos 1 e 2 e nos leitdes neonatos. Assim como as analises anteriores,
0s animais do grupo controle apresentaram titulos de anticorpos contra 0s
antigenos recombinantes A e B inferiores aos demais grupos (Fig. 3),
demonstrando a capacidade de indugdo de anticorpos por ambas as vacinas
desenvolvidas. Ainda, que mesmo sem apresentarem diferencas
estatisticas entre si, torna a vacina Q uma boa opg¢ao para sintese em escala
industrial, em funcéo da formulag¢do de um s6 produto.
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Figura 3: Absorbancia (OD 492 nm) de IgG anti-TcdA (a) e anti-TcdB
recombinantes (b) dos grupos de leitdes e matrizes suinas controle e
imunizados com as vacinas bivalente (AB) e quimera (Q) avaliados por
ELISA indireto (Fonte Autoral).

Por fim, é possivel sugerir que a inoculagdo em duas doses de 20 pg da
vacina recombinante Q, juntamente ao adjuvante hidroxido de aluminio
em matrizes suinas ao final de gestacdo, seja capaz de induzir uma resposta
imune humoral contra as toxinas A e B de C. difficile. Além disso, que
anticorpos contra as toxinas no soro desses animais sdo passivamente
transferidos aos leitdes neonatos por meio da colostragem e absorvidos
pelo epitélio intestinal em suas primeiras horas de vida, demonstrado pela
presenga de IgG anti-TcdA e anti-TcdB séricos com até 72h ap6és o
nascimento.

CONSIDERACOES FINAIS
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O presente estudo demonstrou a capacidade indutora de reposta imune em
matrizes suinas vacinadas com 0s antigenos recombinantes produzidos.
Ademais, foi observada a transferéncia passiva de imunidade via colostro
aos leitdes.

Estudos futuros sdo necessarios para avaliar a atividade neutralizante das
imunoglobulinas detectadas nos leitdes contra as toxinas A e B de C.
difficile, somada a avaliacdo da capacidade de conferir protecdo aos
animais expostos ao agente toxigénico e/ou seus fatores de viruléncia. A
obtencéo de uma vacina recombinante eficaz para prevengdo ou controle
da infecgdo por C. difficile em leitbes significaria um importante avanco
na producao suina nacional e internacional.
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