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CERRI, F.M. Ocorréncia de Clostridioides difficile em bezerros:
caracterizacao fenotipica e genotipica dos isolados toxigénicos - 2024. 90p.
Exame geral de qualificacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ), Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio

de Mesquita Filho” (Unesp).
RESUMO

O Clostridioides difficile € uma das principais causas de diarreia em seres
humanos em animais. A participacdo deste agente como causador de diarreia
neonatal bovina ndo € completamente elucidada. O objetivo do presente estudo
foi determinar a ocorréncia de C. difficile em bezerros. Para isso, colheram-se
amostras (n=300) de fezes de bezerros em fase de amamentacao (diarreicos
n=78 e nao diarreicos =222), provenientes de vinte propriedades diferentes.
Estas foram cultivadas em condi¢des de anaerobiose (10% CO2, 5% H2 e 85%
N2), as colbnias foram consideradas positivas de acordo com as caracteristicas
morfoldgicas. Realizou-se a extracdo de DNA e a PCR multiplex para deteccdo
dos genes 16S RNA, tcdA, tcdB, cdtA e cdtB. As amostras toxigénicas foram
submetidas a ribotipagem e ao teste de susceptibilidade a antimicrobianos.
Cinco amostras foram selecionadas para realizacdo do sequenciamento do
genoma completo para determinagéo da MLST (tipo de sequéncia/clado) e dos
genes de resisténcia a antimicrobianos. O C. difficile foi isolado em 29,33%
(88/300) dos animais, sendo 80,7% (71/88) de cepas nédo toxigénicas e 19,3%
(17/88) de cepas toxigénicas (A*B* cdtA/B- e A*B* cdtA/B*). Os ribotipos (RT)
identificados foram 046 (13/17- 76,47%) e 126 (4/17 — 23,53%). Em relacéo a
cgMLST, as cepas selecionadas pertencentes ao RT046 (bezerros 38,182 e 243)
foram classificadas como ST35 (clado 1), e RT126 (bezerros 40 e 49) como ST11
(clado 5). O perfil de resisténcia a antimicrobianos observado foi: vancomicina
0%, metronidazol 0%, rifamicina 52,9%, moxifloxacino 70,60%, tetraciclina
76,47% e eritromicina 100%. Nao foram observadas correlacdes estatisticas
entre os dados epidemiolégicos e o isolamento do C. difficile. Os bezerros séo
fonte de cepas toxigénicas com perfil de multirresisténcia a antimicrobianos

observado em seres humanos e outros animais.

Palavras-chave: bezerros, diarreia, RT126, ST35, MLST.
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CERRI, F.M. Clostridioides difficile in Calves. 2024. 90 p. General
Qualification Examination (Master's Thesis) — Faculty of Veterinary Medicine and
Animal Science (FMVZ), Botucatu Campus, Sao Paulo State University “Julio de

Mesquita Filho” (Unesp).

Abstract

The objective of the present study was to determine the occurrence of C. difficile
in calves. For this purpose, samples (n=300) of feces from nursing calves
(diarrheic n=78 and non-diarrheic calves =222) were collected from twenty
different properties. These samples were cultivated under anaerobic conditions
(10% CO2, 5% Hz, and 85% Nz2), colonies were considered positive based on
morphological characteristics. DNA extraction and multiplex PCR were
performed to detect genes 16S RNA, tcdA, tcdB, cdtA, and cdtB. Toxigenic
samples underwent ribotyping and antimicrobial susceptibility testing. Five
samples were selected for whole-genome sequencing to determine cgMLST
(sequence type/clade) and antimicrobial resistance genes. C. difficile was
isolated in 29.33% (88/300) of the animals, with 80.7% (71/88) being non-
toxigenic strains and 19.3% (17/88) toxigenic strains (A*B* cdtA/B- and A*B*
cdtA/B*). The identified ribotypes (RT) were 046 (13/17 - 76.47%) and 126 (4/17
— 23.53%). Regarding cgMLST, selected strains belonging to RT046 (calves 38,
182, and 243) were classified as ST35 (clade 1), and RT126 (calves 40 and 49)
as ST11 (clade 5). The observed antimicrobial resistance profile was vancomycin
0/17 (0%), metronidazole 0/17 (0%), erythromycin 17/17 (100%), moxifloxacin
12/17 (70.60%), rifampicin 9/1 (52.9%), and tetracycline (13/17 - 76.47%). Most
toxigenic strains (16/17 — 97.41%) were classified as multidrug-resistant to the
tested antimicrobials. C. difficile can be isolated in the feces of nursing calves.
No statistical correlations were observed between epidemiological data and C.
difficile isolation. Calves are a source of toxigenic strains with a multidrug-

resistant profile observed in humans and other animals.

Keywords: cattle, diarrhea, RT126, ST35, MLST.
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Introducéo

Clostridioides difficile (C. difficile) € uma bactéria anaerdébica, flagelada,
capaz de esporulacdo. Em sua forma vegetativa, é descrita como bacilos gram-
positivos. Sua primeira identificagdo ocorreu em 1935, quando Hall e O’'Toole,
no estado do Colorado, EUA. Neste momento realizou-se o isolamento em fezes
de neonatos e a classificaram como Bacillus difficilis em funcdo de suas
caracteristicas. O termo “difficilis* foi aplicado devido as dificuldades
encontradas no isolamento por métodos tradicionais (HALL; O'TOOLE, 1935).
Posteriormente, em 1938, o agente foi reclassificado, e incluido ao género
Clostridium (PREVOT, 1938).

Sua importancia esta associada ao desenvolvimento de alteracdes
entéricas em seres humanos e animais (CZEPIEL et al. 2019; WEESE 2020). E
a principal causa de diarreia associada ao uso de antimicrobianos em pacientes
hospitalizados. Estes quadros sdo denominados como infec¢éo causada pelo C.
difficile (CDI) (MASLENNIKOV et al. 2022). Apesar da sua epidemiologia
tradicional, a CDI foi descrita em pacientes jovens, sem histérico prévio de
hospitalizagcdo ou tratamento com antimicrobianos (ANJEWIERDNEN et al.
2020).

A CDI se desenvolve predominantemente pela via fecal-oral, iniciada com
a ingestao de esporos. Os quais estdo disseminados no ambiente, devido a
eliminagdo por animais e seres humanos. No intestino ocorre a germinagéo do
C. difficile em resposta a presenca de sais biliares (taurina e glicina) e
desenvolvimento de disbiose intestinal (SORG; SONESHEIN, 2008). Em
condi¢cdes favoraveis (anaerobiose e presenca de nutrientes) ocorre a sua

germinacao.

Em situacBes normais C. difficile ndo é capaz de aderir-se a mucosa
intestinal e proliferar-se de maneira acentuada devido a microbiota intestinal
estabelecida (ZHU et al. 2018). Desta forma, a disbiose € necessaria para o
desenvolvimento da CDI e disseminac&o do C. difficile (BAVERUD et al. 2002).
A resposta inflamatéria € o segundo ponto crucial para o aparecimento desta

sindrome (PENICHE et al. 2013). Os hospedeiros respondem de maneira
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diferente aos estimulos oriundos das toxinas clostridiais (TENG et al. 2018;
WEESE, 2020).

As cepas toxigénicas de C. difficile produzem duas toxinas: a toxina A —
TcdA (enterotoxina) e toxina B -TcdB (citotoxina) que causam lesdes no epitélio
intestinal e hipersecrecao de mediadores inflamatorios (LYERLY et al. 1988). Os
sinais clinicos da CDI podem variar de enterite pseudomembranosa a colite
hemorragica em fungéo da necrose dos enterdcitos (SLOVIS, 2009). Algumas
cepas sao capazes de produzir uma terceira toxina, conhecida como néo binéria
(CDT), a sua participacdo na CDI ainda ndo €& completamente elucidada
(PENICHE et al. 2013).

A partir de 1978, diversos estudos focaram no isolamento e
caracterizacdo do C. difficile em diversas espécies de animais. A incidéncia deste
agente foi observada em potros (JONES et al. 1989), gatos (WEBER et al. 1989),
caes (RILEY et al. 1991), suinos (MARTIROSSIAN et al. 1992) e avestruzes em
cativeiro (FRAZIER et al. 1993). Estes estudos tiveram por objetivo determinar a
ocorréncia deste patdgeno nestas espécies.

O diagndstico da CDI é baseado no isolamento e deteccdo das toxinas
(TcdA, TcdB e CDT) associado a presenca de fatores epidemioldgicos e sinais
clinicos compativeis (DELMEE, 2001; CARVALHO et al. 2022). O isolamento
classico é realizado por meio de cultivos seletivos e manutencéo da condi¢céo de
anaerobiose (WHITTIER et al. 1993; LYERLY et al. 1998). As cepas toxigénicas
sao diferenciadas por meio da identificacdo das toxinas “in vitro” ou de seus
genes por meio de técnicas de biologia molecular aplicada (KATO et al. 1991;
ZIMMEL, 2008).

Em seres humanos, a CDI é uma das causas mais importantes de
infeccdo hospitalar associada a administragdo de antimicrobianos, em especial
as fluorquinolonas (MARTIN et al. 2016; LIM et al. 2020). Apés a sua
germinacao, ocorre a producédo de suas toxinas. A TcdA causa a quebra das
juncdes a TcdB atua sobre o citoesqueleto resultando na sua desorganizacao
(LIM et al. 2020). As agOes de ambas as toxinas causam a secrecdo de
mediadores inflamatorios no lumem intestinal e modulam o sistema nervoso
autbnomo (SNA) (PENICHE et al. 2013; HRYCKOWIAN et al. 2017).
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Consequentemente existe intensa migracdo leucocitaria para a mucosa
intestinal, que resulta na formacdo da pseudomembrana, tipica da CDI
(HOOKMAN et al. 2009).

E possivel estabelecer que algumas cepas de C. difficile sdo mais comuns
em seres humanos e outras em animais (ZHU et al. 2018; CZEPIEL et al. 2022).
A identificacdo de cepas semelhantes em seres humanos e animais iniciou a
discussdo sobre possivel disseminacdo reciproca com compartiihamento de
cepas (MULLIGAN, 1984; KEESSEN et al. 2013; LOO et al. 2016; HAIN-
SAUNDERS et al. 2023). Apesar disso, a presenca do patdgenos nas fezes néo
esta diretamente ligada a manifestacéo clinica da doenca (JARDINE et al. 2013;
RODRIGUEZ et al. 2016).

Os casos de CDI em humanos aumentaram substancialmente na ultima
década. Acredita-se que 0s animais tenham importancia epidemiolégica na
transmissao da doenca. De forma que a CDI comeca a ser analisada pela
perspectiva da salude unica (HENSGENS et al. 2012; SQUIREAND-RILEY,
2013).
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Capitulo 3

Considerac0des Finais

O C. difficile pode ser encontrado nas fezes de bezerros durante a
amentacao, sendo observado que mesmo as cepas nao toxigénicas sdo parte
da microbiota desses animais. Isso pode facilitar a transferéncia de genes de
resisténcia entre diferentes cepas, destacando a importancia da investigacéo do
papel desses animais no ciclo de disseminacdo e evolucdo dos fatores de
viruléncia do C. difficile. O sequenciamento completo do genoma revelou a

presenca de genes de resisténcia que podem ser compartilhados entre as cepas.

Embora ndo seja o foco principal, compreender o envolvimento desse
agente em casos de diarreia neonatal bovina parece ser um desafio cada vez
maior. Portanto, ndo se pode incluir o C. difficile na lista de agentes causadores

de diarreia em bezerros.





