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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi padronizar um
modelo de infeccdo por Clostridium difficile (ICD) em hamsters
sirios (Mesocricetus auratus). Para sele¢@o dos isolados capazes
de causar letalidade, cinco animais por grupo receberam uma
dose de clindamicina (30mg kg*) por gavagem. Apds 48 horas,
administraram-se 10" unidades formadoras de colénia (UFC), por
animal, de quatro diferentes isolados toxigénicos de C. difficile.
Selecinou-se um dos isolados capazes de causar diarreia e
letalidade e administrou-se 4x10%; 4x10% 4x10°; 4x10°UFC por
animal, novamente com cinco hamsters por grupo. Em todas as
diluigBes testadas, foi possivel observar a ocorréncia de diarreia
e morte. A maior concentracdo testada (4x10°UFC por animal)
causou 6bito de 100% dos hamsters do grupo. Todos os animais que
vieram a 6bito apresentaram tiflite hemorragica, foram positivos
para as toxinas A/B e foi possivel isolar C. difficile do contetido
intestinal, confirmando a reproducgéo experimental da doenca. A
dose letal para 50% da populagéo foi estabelecida em 6,3x10°‘UFC
por animal. O modelo de indug&o de ICD em hamsters descritos no
presente estudo passa a ser uma ferramenta valiosa para estudos
relativos & patogenia, tratamento e controle dessa doenga.

Palavras-chave: Clostridium difficile, diarreia nosocomial,
modelo animal, infeccéo hospitalar.

ABSTRACT

The aim of this study was to standardize a model
of Clostridium difficile infection (CDI) in Syrian hamsters
(Mesocricetus auratus). In order to evaluate strains capable of
causing lethality, five hamsters per group received clindamycin
(30mg kg*) by gavage. After 48 hours, 107 colony forming units
(CFU) of spores’ solution of four strains were administered per
animal. One strain capable of causing diarrhea and death was
selected and administered at the following concentrations: 4x10?;
4x10%; 4x10°; 4x108 CFU per animal. All dilutions tested were able
to cause diarrhea and death. The highest concentration showed
100% of mortality. Post mortem evaluation revealed hemorrhagic

typhlitis in all death animals. In addition, all intestinal contents
were positive for A/B toxins, and toxigenic C. difficile strains
were isolated, confirming the induction of infection by this
microorganism. The dose lethal to 50% of the population was
calculated: 6.3x10* CFU per animal. The standardized model
of CDI in hamster is now available for studies on pathogenesis,
treatment and control of this disease.

Key words: Clostridium difficile, nosocomial diarrhea, animal
model, hospital infection.

INTRODUCAO

Considerando um patégeno
emergente, Clostridium difficile ¢ responsavel
pela maioria dos casos de diarreia nosocomial
e colite pseudomembranosa em seres humanos
(BALASSIANO et al., 2011). Em animais, a infecgao
por C. difficile (ICD) foi recentemente confirmada no
Brasil em potros, cdes e descrita em uma jaguatirica
criada em cativeiro (SILVA et al., 2013a; SILVA et
al., 2013b; SILVA et al., 2013c). Em suinos, estudos
recentes sugerem uma grande disseminacdo da
doencga em granjas brasileiras com elevado numero
de matrizes (LIPPKE et al., 2011; SILVA et al., 2011),
dado semelhante ao relatado nos Gltimos anos em
paises da Europa e nos Estados Unidos, onde a ICD
¢ considerada a principal causa ndo controlada de
diarreia em leitdes (SONGER, 2010).

Apesar da crescente importancia de
C. difficile como enteropatbgeno para animais
domésticos e humanos, ndo existem produtos
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imunoprofilaticos para a doenga. Em animais, somado
aos prejuizos causados pelo agente, especialmente
na suinocultura e equinocultura, pesquisas sugerem
ainda que a infec¢do por C. difficile seja uma possivel
zoonose (ARROYO etal., 2005; JHUNG et al., 2008).
Caso essa hipotese seja confirmada, a prevencao da
doenga e até mesmo da colonizagéo por C. difficile no
trato gastro intestinal de animais domésticos passara
a ser uma prioridade (SILVA et al., 2013d).

Para o desenvolvimento e avaliagdo de
métodos de controle e tratamento da infec¢ao por C.
difficile, faz-se necessario a utilizagdo de modelos
animais de indu¢@o da doenca. A principal espécie
utilizada para tal sdo os hamsters sirios (Mesocricetus
auratus), devido a sua alta sensibilidade a ICD,
fazendo com que seja possivel realizar a inducdo
com diversas classes de antimicrobianos e sem
a necessidade de obtencdo de animais livres de
patoégenos. Porém, a maioria dos trabalhos sobre
modelos animais de ICD sdo pouco descritivos e
deixam em aberto pontos essenciais para reproducao
do protocolo de indugdo, tais como estirpe utilizada,
dose de antimicrobiano e forma de administragao
(BEST et al., 2012). Além disso, a maioria dos
estudos relata o uso de amostras de C. difficile ndo
disponiveis no Brasil, dificultando a reproducio em
nosso meio (HOWERTON et al., 2013; NAGARO
et al., 2013). Dessa forma, o objetivo do presente
trabalho foi padronizar um protocolo de infec¢ao por
C. difficile em hamsters sirios, disponibilizando-o
para futuros estudos sobre patogenia, tratamento e
métodos de controle da ICD no Brasil.

MATERIAL E METODOS

Animais utilizados

Foram utilizados cinco fémeas de hamsters
sirios (Mesocricetus auratus), com quatro a oito
semanas de idade, por grupo experimental. Agua,
maravalha, racdo e gaiolas foram esterilizadas por
autoclavacao (121°C por 20 minutos). Os animais
foram acondicionados em estantes ventiladas,
equipadas com filtros absolutos (Alesco Co.,
Inglaterra) para minimizar a contaminagdo do
ambiente e entre 0s grupos experimentais.

Estirpes avaliadas

Quatro estirpes toxigénicas (A'B*) de C.
difficile, pertencentes a bacterioteca do Laboratorio
de Anaerdbios da Escola de Veterinaria da UFMG,
foram pré-selecionadas para avaliagdo quanto a
toxigenicidade in vivo, sendo elas: ATCC 9689,
gentilmente cedida pela Fundagcdo Oswaldo Cruz;

EQS5, estirpe isolada de um potro com ICD (PREIS
et al., 2012); Z14, estirpe isolada de um cao
aparentemente saudavel; 14, estirpe isolada de um
suino com ICD.

Produgéo dos esporos das estirpes de C. difficile

Os esporos de C. difficile foram produzidos
de acordo com YANG et al. (2009). As estirpes de C.
difficile foram inoculadas em erlenmeyer contendo
250mL de BHI (Difco Laboratories, EUA), seguindo
de incubagdo a 37°C por 72 horas em ambiente de
anaerobiose. Apds esse periodo, as culturas foram
mantidas por cinco dias em temperatura ambiente para
induzir a esporulacdo. O contetido foi centrifugado
a 10.000 x g por 20 minutos e ressuspendido com
10mL de salina esterilizada 0,85% por duas vezes.
Posteriormente, a suspensdo foi submetida ao
aquecimento de 80°C por 30 minutos, e repeticao
do protocolo de centrifugacdo. As solugdes foram
aliquotadas em microtubos esterilizados, contendo
300ul, e armazenadas a -20°C até a utilizacao.

Uma semana apo6s a producao, as solugdes
de esporos foram avaliadas por meio de coloracdo de
Gram, coloracdo de esporos (Wirtz-Conklin) e teste
respiratorio em agar sangue, constituido de dgar Muller-
Hinton (Difco Laboratories, EUA) suplementado
com 5% de sangue ovino. Para determinagdo da
concentragdo de unidades formadoras de colonia
por mL, dilui¢des seriadas na base 10 (variando de
102 a 10*®) foram inoculadas em 4gar sangue. Apos
incubadas por 48 horas em ambiente de anaerobiose
produzido por mistura gasosa (10% H,, 10% CO,, 80%
N,), placas com 30 a 300 coldnias foram contadas e
calculou-se a média de UFC/mL.

Para determinagdo da viabilidade da
solucdo de esporos armazenada a -20°C, uma aliquota
da solucdo da estirpe ATCC9689 foi descongelada
mensalmente, durante um periodo total de seis meses,
e submetida a contagem de UFC/mL, como descrito
anteriormente. As contagens obtidas ao longo do
periodo de avaliacdo foram comparadas pelo teste
do qui-quadrado e pelo teste de Fisher, em um nivel
de significancia de 95% (P<0,05) (STATA, College
Station, Texas, EUA).

Avaliagdo da toxigenicidade in vivo das estirpes de
C. difficile

O objetivo desta etapa foi avaliar quais
estirpes eram capazes de infectar os hamsters e,
consequentemente, causar diarreia e Obito desses.
A avaliagdo de toxigenicidade in vivo foi realizada
segundo SAMBOL et al. (2002). Dois dias apos
uma dose de clindamicina (30mg kg'), administrou-
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se 100uL de solucdo de esporos contendo 10’"UFC
das estirpes toxigénicas em cada animal. As
administragdes foram realizadas por gavagem. Os
grupos, contendo cinco hamsters em cada, foram
divididos da seguinte forma: no grupo 1 (Gl), os
animais receberam esporos da estirpe ATCC9689; no
grupo 2 (G2), foram administrados esporos da estirpe
EQS; no grupo 3 (G3), os animais receberam esporos
da estirpe Z14; no grupo 4 (G4), administrou-se a
estirpe 14; no grupo 5 (C1), os animais receberam
apenas a dose de clindamicina e, 48 horas depois,
uma dose de 100uL de salina esterilizada 0,85%; no
grupo 6 (C2), os animais receberam apenas esporos da
estirpe toxigénica ATCC9689, sem a administragdo
prévia de clindamicina.

Os animais foram observados diariamente
por 30 dias quanto a ocorréncia de diarreia (presenga
de fezes amolecidas na gaiola, cauda e focinho com
sujidades indicativas) e morte. Apds o término do
experimento ou quando ocorria o 6bito, 0os animais
eram necropsiados e fragmentos do ceco eram
coletados e fixados em formalina tamponada a 10%.
Posteriormente, foi feito o processamento pela técnica
de desidrata¢do, diafanizagdo, inclusdo, seccdo
de 5 micras e coragdo pela hematoxilina e eosina
(LUNA, 1968) ¢ avaliacdo histoldgica, realizada em
microscopio de luz clara. Coletou-se ainda o conteudo
intestinal para detec¢do das toxinas A/B pelo teste
de citotoxicidade celular (CTA) e isolamento de C.
difficile, como descrito por SILVA et al. (2013d).

Determinagdo da dose minima mortal (DMM) e da
dose letal para 50% (DL, )

Dentre as estirpes capazes de causar
infecgdo e letalidade, selecionou-se uma para
avaliagdo da DMM e célculo da DL, . Foram formados

cinco grupos contendo cinco hamsters em cada.
Administrou-se uma solugdo de esporos contendo
4x10? (grupo Al), 4x10* (grupo A2), 4x10° (grupo
A3) e 4x108% (grupo A4) UFC por animal. No quinto
grupo (grupo controle), houve administragdo de
apenas 100uL de salina esterilizada 0,85%. Utilizou-
se mesmo esquema de inducdo e acompanhamento
descrito para a avaliagdo da toxigenicidade in vivo.
O total de 6bitos ocorridos em cada grupo ao final do
periodo de avaliagdo foi comparado pelo teste teste de
Fisher, em um nivel de significancia de 95% (P<0,05)
(STATA, College Station, Texas, EUA).

RESULTADOS

Na produgdo das solucdes de esporos, a
contagem de unidades formadoras de colonia variou
de 2,0x10% a 4,0x10°UFC mL"' entre as estirpes
trabalhadas. A contagem inicial da estirpe ATCC9689
foi de 2,2x10°UFC mL", sendo que a média das
sete contagens foi de 2,1x10°UFC mL" e o desvio
padrdo de £1,2x108UFC mL!, ndo havendo altera¢do
significativa da contagem bacteriana ao longo do
tempo testado.

Na avaliagdo da toxigenicidade in vivo
das estirpes de C. difficile, todas as amostras testadas
foram consideradas toxigénicas, uma vez que foram
capazes de causar diarreia e morte dos animais
(Tabela 1). No exame post mortem, a mucosa ¢ a serosa
do ceco dos animais que vieram a 6bito encontravam-
se extensamente hemorragicas e com conteudo
liquido de aspecto sanguinolento (Figura 1: Bl). Na
avaliagdo histopatologica, foi possivel observar uma
extensa destrui¢do da mucosa intestinal com infiltrado
inflamatorio difusamente distribuido na mucosa e intensa
quantidade de células eritrociticas, caracterizando uma
tiflite necro-hemorragica (Figura 1: B2).

Tabela 1 - Ocorréncia de diarreia, morte, lesdes intestinais e resultado de isolamento e deteccdo das toxinas A/B por CTA nos grupos
inoculados (G1 a G4) e nos grupos controle (C1 e C2) com diferentes estirpes toxigénicas de Clostridium difficile.

Grupo (Estirpe) Lesdes' Isolamento® Toxinas A/B
Diarreia Morte
G1 (ATCC) 4/5 (80) 5/5 (100) Sim Positivo Positivo
G2 (EQS) 3/5 (60) 4/5 (80) Sim Positivo Positivo
G3 (Z14) 4/5 (80) 4/5 (80) Sim Positivo Positivo
G4 (14) 3/5 (60) 4/5 (80) Sim Positivo Positivo
C1 (Nenhuma) 0/5 (0) 0/5 (0) Nao Negativo Negativo
C2 (ATCC) 0/5 (0) 0/5 (0) Nao Negativo Negativo

'Presenca de lesdes macroscopicas e microscopicas nos animais que vieram a 6bito. *Isolamento de estirpes de C. difficile toxigénicas.
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Figura 1 - (A1) Cavidade abdominal de um hamster do grupo C1. Ceco sem alteragdes
macroscopicas visiveis; (B1) Cavidade abdominal de um hamster do grupo
G1. Algas cecais tumefeitas com serosa intensamente e difusamente congesta,
apresentando liquido serosanguinolento no lumen, sugestivo de tiflite
hemorragica; (A2) Micrografia do ceco de um animal do grupo controle
(C1), mostrando as vilosidades com aspecto normal (aumento de 10X). (B2)
Micrografia do ceco de um animal do grupo G1. Nota-se a extensa destrui¢cao
da mucosa intestinal, infiltrado inflamatério difusamente distribuido na
mucosa e intensa quantidade de células eritrociticas, caracterizando uma tiflite
necro-hemorragica (aumento de 10X).
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A partir do conteudo intestinal, coletado
durante a necropsia dos hamsters que vieram
expontaneamente a oObito, foi possivel detectar as
toxinas A/B e isolar C. difficile de todos os animais
avaliados (Tabela 1). Ja nos grupos controle (C1 e
C2), nenhum animal desenvolveu diarreia ou veio a
obito durante o periodo de observagdo. Tais hamsters
foram eutanasiados 30 dias pods-desafio e nenhuma
alteragdo post mortem significativa foi observada
(Figura 1: A1 e A2). O conteudo do ceco encontrava-
se com consisténcia pastosa a solida e ndo foi
possivel detectar as toxinas A/B ou isolar C. difficile
de nenhum animal dos grupos controle (Tabela 1).

Selecionou-se a estirpe ATCC9689 para
prosseguimento do trabalho. A figura 2 mostra o
tempo de sobrevivéncia nos 30 dias de observagdo
dos animais inoculados com diferentes concentragdes
da estirpe ATCC9689 durante a determinagdo da
DMM e DL,,. Comparando com o grupo controle,
foi possivel perceber uma diferenga significativa na
ocorréncia de morte nos grupos A2, A3 (P=0,038)
e no grupo A4 (P=0,001). Todos os hamsters que
vieram a 6bito possuiam lesdes hemorragicas no ceco
e foram positivos para as toxinas A/B de C. difficile,
confirmando novamente a inducéo da doenga.

DISCUSSAO

O protocolo de producdo de esporos
permitiu a obtengao de uma suspensao rica de esporos
livres (sem a presenga do corpo celular), com alto grau
de pureza e sem contaminagdo no teste respiratorio.
Resultados semelhantes de pureza e concentragdo
foram relatados por YANG et al. (2009) para obtencao
de esporos de Clostridium sporogenes e Clostridium
hungatei, sugerindo que esse protocolo, apesar de
simples, ¢ suficiente para a obten¢do de uma solugao
de esporos de alta concentracdo e de elevada pureza.

Enquanto alguns trabalhos com modelos
de ICD em hamsters ndo especificam a forma
bacteriana administrada (ANTON et al., 2004), outros
autores relatam o uso de apenas células vegetativas
(MCVAY & ROLFE, 2000; KOKKOTOU et al.,
2008), apenas esporos (SAMBOL et al., 2002;
NAGARO et al., 2013) ou proporgodes estimadas de
ambos (OCHSNER et al., 2009). No presente estudo,
optou-se por trabalhar com solugdes de esporos livres
que, devido a alta resisténcia tipica dessa forma
bacteriana, sofrem menos alteragdes na concentracdo
de UFC apo6s armazenamento. Como o esperado, as
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Figura 2 - Sobrevivéncia de hamsters durante o periodo de observacdo de 30 dias dos grupos de animais inoculados com
diferentes concentragdes de esporos da estirpe ATCC9689 (A1 a A4) de Clostridium difficile e do grupo controle.

contagens seguintes a inicial apresentaram resultados
semelhantes em todos os sete tempos avaliados,
totalizando seis meses de armazenagem sem alteragdo
significativa da contagem. Tal resultado demonstra a
resisténcia dos esporos de C. difficile armazenados a
-20°C e confirma a possibilidade de armazenamento
da solucdo nessas condigdes, facilitando o protocolo
de indugdo, devido a ndo necessidade de continua
producdo e dosagem da estirpe a ser utilizada.

Na avaliacdo da toxigenicidade in vivo das
estirpes de C. difficile, as lesdes observadas foram
similares as comumente relatadas em infec¢des
por C. difficile em hamsters e outros roedores de
laboratorio (SAMBOL et al., 2002; BEST et al., 2012;
HOWERTON et al., 2013; NAGARO et al., 2013).
Tais alteragdes foram ainda encontradas em todos os
animais que vieram a oObito durante o experimento,
incluindo aqueles que ndo apresentaram diarreia
previamente. Além das lesdes caracteristicas, o
isolamento e deteccdo das toxinas A/B nesses animais
confirmam a inducdo da doenca (Tabela 1).

Nos grupos controle (C1 e C2), ndo foram
observados indicios de colonizacdo ou infec¢ao por
C. difficile (Tabela 1). Tais resultados confirmam
que ndo houve infec¢do cruzada no grupo Cl, uma
vez que tais animais receberam antimicrobiano e
estariam susceptiveis a colonizagdo por C. difficile.
No grupo C2, a auséncia de infeccdo demonstra
que ndo houve colonizagio pela estirpe ATCC9689,
provavelmente, devido ao “efeito barreira” da
microbiota integra (BAVERUD, 2002).

Trés animais, dos grupos G1, G2 ¢ G4,
vieram a Obito antes que o quadro clinico de diarreia

pudesse ser observado. A infecgdo por C. difficile em
hamsters é comumente fulminante, culminando com
um quadro hiperagudo da doenga, que ¢ caracterizado
por extensa necrose intestinal e toxemia, podendo
ocorrer 6bito dos animais antes mesmo da visualizagao
do quadro clinico de diarreia (CHEN et al., 2008;
BEST et al., 2012; HOWERTON et al., 2013).

Nos trés animais que sobreviveram, dos
grupos G2, G3 e G4, ndo foram observadas alteragdes
post mortem significativas e ndo foi possivel detectar
as toxinas A/B. Além disso, C. difficile ndo foi isolado
do conteudo intestinal, semelhante aos animais dos
dois grupos controle. Acredita-se que a falha de
inducdo possa ter ocorrido pela administracao de
uma dose insuficiente de esporos de C. difficile ou a
microbiota ndo tenha sido suficientemente agredida
pela dose de antibiotico administrada, permanecendo
o efeito barreira (BAVERUD, 2002).

Como todas as estirpes trabalhadas foram
capazes de induzir a diarreia, optou-se por prosseguir o
trabalho com a estirpe ATCC9689, por tratar-se de uma
estirpe de referéncia certificada, internacionalmente
reconhecida e fornecida gratuitamente pela Fundagéo
Oswaldo Cruz (Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil),
as universidades ¢ orgdos de pesquisa brasileiros.
Na figura 2, percebe-se que os Obitos iniciaram
24 horas ap6s a administracdo dos esporos, mas
concentraram-se principalmente entre 72 ¢ 96 horas
pos-desafio, resultado semelhante ao relatado em
trabalhos anteriores com hamsters (SAMBOL et al.,
2002; NAGARO et al., 2013). Além da utilizacao de
diferentes estirpes de C. difficile, o grande nimero de
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diferentes protolocos de administragdo em modelos
de ICD dificulta comparagdes. Em geral, as doses
variam de 107 a 10* UFC por animal, porém a via
de administragdo (gavagem, via oral), o tempo apds
antibioticoterapia que a estirpe ¢ administrada e até
mesmo a forma bacteriana utilizada (esporos, células
vegetativas) variam, impedindo conclusdes. Por
outro lado, independente da forma e estirpe utilizada,
a grande maioria dos trabalhos utilizam doses que
causam entre 60 e 100% de letalidade (SAMBOL
et al., 2002; CHEN et al., 2008; BEST et al., 2012;
HOWERTON et al., 2013; NAGARO et al., 2013).
Considerando a diferenca estatistica apresentada
entre os grupos desafiados, quando comparados com
o grupo controle, seria possivel utilizar qualquer
dose entre 4x10* e 4x108UFC da estirpe ATCC9689,
por animal, para estudos de avaliacdo de métodos
de protegdo ou de tratamento. Alguns trabalhos de
indugdo de infec¢des para outros micro-organismos
utilizam também a DL,. No presente estudo, a DL,
calculada segundo REED & MUENCH (1938) foi de
6,3x10*UFC por animal.

O protocolo padronizado no presente estudo
permitiu a utilizagdo de hamsters sirios (Mesocricetus
auratus) como modelo de indugdo da infecgdo por
C. difficile, disponibilizando-o como uma ferramenta
valiosa para estudos relativos a patogenia, tratamento e
controle dessa doenga no Brasil.
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