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RESPOSTA IMUNE CELULAR E HUMORAL EM AVES (Gallus gallus)
VACINADAS, ANTES E APOS O DESAFIO COM Salmonella ENTERITIDIS

RESUMO: Salmonella Enteritidis (SE) causa doenca transmitida por alimentos
(DTA) em humanos. Carne de frango e ovos frequentemente estdo associados a
esses casos. O controle da infeccdo em aves, baseia-se em medidas de
biossegurancga, incluindo-se a vacinacdo. Tem sido comum a utilizagdo de vacinas
vivas (VV) e inativadas (Bacterinas - BA), porém pouco se sabe sobre o0s
mecanismos imunes desencadeados pelas vacinas contra SE. Neste estudo,
utilizaram-se quatroprogramas vacinais (VV; VV+VV; BA; VV+BA) em galinhas leves
de variedade branca para postura de ovos de mesa, vacinadas com 5 e/ou 25 dias
de vida, e desafiadas aos 45 dias de vida com SE. No dia anterior & infecgao (1 DAI)
e 1, 6 e 9 dias pos-infeccdo (DPI), cinco aves/grupo foram sacrificadas para
amostragem. A populacdo de linfécitos CD4" e CD8" foi avaliada por imuno-
histoquimica em tonsilas cecais e figado; citocinas foram quantificadas por RT-gPCR
em tempo real em tonsilas cecais e baco; niveis de IgG e IgM foram mensurados por
ELISA no soro e IgA em lavado intestinal. Os niveis de imunoglobulina (IgG, IgM e
IgA) estavam significativamente mais altos em aves vacinadas com BA, do 1 DAI ao
9 DPI, em comparacgao aos grupos vacinados somente com VV. Os niveis de IFN-y,
na tonsila cecal, eram similares em todos os grupos apos o desafio. Antes do desafio
(1 DAI), IL-10 foi altamente expressa em baco de aves que receberam somente BA
(25 dias de vida), sugerindo o desenvolvimento de resposta por linfécitos T CD4"
auxiliar 2 (Ta2), reforcado pelos altos niveis de IgG encontrados neste grupo
(p<0.05). Os niveis de TGF-f4 e das citocinas pro-inflamatérias IL-6 e TNFSF15
eram bastante elevados no grupo que recebeu VV+VV. A vacinacao por via oral com
VV aumentou significativamente o fluxo de linfécitos T CD8" para as tonsilas cecais
apos o desafio. Isso poderia estar relacionado com o melhor controle de SE
verificado nos grupos que receberam ao menos uma dose de VV, incluindo o
programa vacinal VV+BA, demonstrando que a vacina viva tem melhor eficacia,
independentemente de altos niveis de imunoglobulinas no soro.
Palavras-Chave: Salmonella Enteritidis, Salmonella Gallinarum, Imunidade,
Vacinacédo, Galinhas, Citocinas, Linfécitos
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HUMORAL AND CELLULAR IMMUNE RESPONSE IN VACCINATED CHICKENS
(Gallus gallus), BEFORE AND AFTER Salmonella ENTERITIDIS CHALLENGE

ABSTRACT: Salmonella Enteritidis (SE) causes foodborne infection in
humans. Poultry meat and eggs are frequently associated with these cases. The
control of this bacterium is based on sanitary measures and mainly, vaccination of
chicken flocks. Vaccine programs are used worldwide to control SE in poultry flocks.
Live (LV) and Kkilled vaccines (KV) are often combined, although few studies
regarding immune mechanisms developed by SE vaccines are available. In this work,
four vaccine programs were studied (LV; LV+LV; KV; LV+KV) in white layer-hens
vaccinated at 5 and/or 25 days-old and challenged at 45 days-old with SE. At 1 day
before (dbi) and 1, 6 and 9 days post-infection (DPI), five birds/group were sacrificed
for sampling. The population of CD4" and CD8" T cells was evaluated by
immunohistochemistry in caecal tonsils and liver, cytokines were quantified by real
time RT-gPCR in caecal tonsils and spleen; IgG, IgM and IgA levels were measured
by ELISA in serum and the latter in intestinal washes. The immunoglobulin levels
(IgG, IgM and IgA) were significantly higher in birds vaccinated with KV, from 1 dbi to
9 DPI, than in groups that received only LV. In caecal tonsils, IFN-y levels were
similar in all groups after challenge. Before challenge (1 dbi), IL-10 was highly
expressed in spleen of birds that received only KV (25 days-old), suggesting the
development of the T CD4" helper 2 (Th2) type of immune response, reinforced by
high 1gG levels against SE seen in this group (p<0.05). TGF-B4 and the
proinflammatory cytokines IL-6 and TNFSF15 were higher in caecal tonsils in the
group that received LV+LV. Vaccination by oral route with LV clearly increased the
influx of CD8" T cells in caecal tonsils after challenge. This could be correlated with
the better control of SE noticed in groups that received at least one dose of LV,
including the vaccination program LV+KV, demonstrating that the live vaccine have
better efficacy independently from high levels of immunoglobulins in serum.
Keywords: Salmonella Enteritidis, Salmonella Gallinarum, Immunity, Vaccination,
Layer-hens, Cytokines, Lymphocytes
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1. INTRODUCAO

A atividade avicola organizou-se de forma intensiva a partir da década de
1960. Hoje, a industria avicola, produz cerca de 60 milh6es de toneladas de carne
ao ano no mundo todo. No Brasil, desde 2006, a carne de frango é o produto de
origem animal com o maior volume de exportacdes. Este crescimento tem que ser
acompanhado pela evolugdo dos conhecimentos, principalmente ligados ao bem-
estar e a sanidade animal. A criacdo animal moderna explora aspectos como a
potencializacdo da criacdo no menor espaco possivel, favorecendo a introducéo e a
disseminacdo de patdgenos, que poderdo permanecer no ambiente por tempo
indeterminado, comprometendo a saude animal e a qualidade do produto final. Os
sorotipos responséaveis por infecgdes paratificas de aves sdo de dificil controle e sdo
responsaveis por zoonoses de origem alimentar. Nas trés ultimas décadas, surtos
humanos causados por Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Enteritidis (SE)
tem sido associados ao consumo de carne de frango e ovos.

SE é capaz de infectar diferentes hospedeiros, entre aves e mamiferos,
incluindo roedores e seres humanos. A infeccdo de aves e roedores ndo provoca,
necessariamente, o aparecimento de sinais clinicos da doencga, tornando necessario
0 constante monitoramento da infeccdo por esta bactéria nos lotes avicolas e o
controle obrigatorio de roedores nas instalacoes.

SE é transmitido verticalmente, de aves reprodutoras as aves criadas com a
finalidade de producdo de carne ou ovos. Por se multiplicar muito bem no trato
digestorio, se espalha por meio das fezes, com muita facilidade nas granjas.

O tratamento com antimicrobianos foi proibido na Europa. Assim sendo,
outras medidas de controle passaram a ser mais estudadas. Varias ferramentas sao
utiizadas de forma combinada, como a desinfeccado das instalagdes, controle de
roedores e programas de vacinacao.

A vacinacéo de aves de producao contra Salmonella spp. € uma tentativa de
diminuir a colonizacdo intestinal e a subsequente excrecdo da bactéria no meio
ambiente pelas fezes, diminuir a colonizacdo dos orgaos internos e diminuir a

contaminacao do conteudo e da casca dos ovos produzidos.



Existem dois tipos de vacinas disponiveis no mercado, as bacterinas, que sao
constituidas por células inativadas ou subunidades de Salmonella spp. e as vacinas
vivas, contendo estirpes atenuadas. Com 0s recentes avangos em pesquisa, novas
vacinas foram produzidas e os testes demonstram a melhor eficacia das vacinas
vivas em conter infecgdes em aves. No entanto, as vacinas inativadas sao utilizadas
com frequéncia em aves reprodutoras, pois estas estimulam forte resposta por
anticorpos, principalmente IgG (também conhecida como IgY em aves) importantes
para a imunidade materna transferida para os pintinhos.

Considerando as colocacgfes acima, este projeto investigou a resposta imune
mediada por células e a resposta imune humoral induzida por diferentes programas
vacinais utilizando uma vacina inativada (bacterina) e uma vacina viva atenuada

(SGAcobSAchiA), antes e apés o desafio com SE.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. InfeccBes por Salmonella Enteritidis

Salmonella enterica subesp. enterica sorovar Enteritidis (SE) encontra-se
entre 0s sorotipos que provocam infeccdo paratifica em aves e mamiferos. Nos
Estados Unidos da América (EUA), anualmente sdo reportados mais de 40.000
casos de infec¢gbes por Salmonella spp. em humanos. Destes, cerca de 17% sao
causados por SE (CDC, 2008) a maioria associados a ingestdo de alimentos de
origem avicola. Contudo estima-se que 0S nUmeros Sejam mais expressivos,
chegando a 1,4 milhdes de casos (MEAD et al., 1999; VOETSCH et al., 2004).

Aves infectadas por SE ndo apresentam necessariamente 0s sinais clinicos
da doenca, por isso, o monitoramento bacteriolégico dos lotes é necessario. O
ambiente de criagdo das aves comerciais € propicio para a disseminacao e
persisténcia de varios sorotipos de Salmonella spp., contudo SE se destaca por
conseguir contaminar os ovos facilmente (SOERJADI-LIEM & CUMMING, 1984;
CALDWELL et al., 1995; BYRD et al., 1999). A estratégia ideal para o controle da SE
poderia ser a vacinacao para o incremento da imunidade (BAUMLER et al., 2000).

2.2. Patogénese dainfeccao por Salmonella spp.

Para infectar o hospedeiro, SE utiliza os fatores de viruléncia durante a
invasdo do hospedeiro, colonizac&o, sobrevivéncia, replicacdo e até a destruicdo de
células parasitadas (LIBBY et al., 2000).

SE possui flagelo, que auxilia na fixacdo da bactéria durante a colonizacéo
intestinal, principalmente nos cecos, onde muitas vezes desencadeia uma forte
reacao inflamatoria local, iniciando os sintomas no trato gastroentérico. Estirpes de
SE fagotipo 4 (PT4), sao altamente invasivas e podem causar infecgdo sistémica e
elevada mortalidade de aves jovens (ABOUZEED et al., 2000). O sorovar

hospedeiro-especifico de aves, Salmonella enterica subesp. enterica sorovar
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Gallinarum biovar Gallinarum (SG) e biovar Pullorum (SP), ndo possuem flagelo e
invadem a mucosa intestinal sem comprometimento deste tecido. Estes dois
biovares séo invasivos e a disseminacao nos 6rgaos internos, principalmente figado,
baco e coracao, causa sinais clinicos aparentes, como anorexia e alta mortalidade.
Apoés a infeccdo por via oral, Salmonella spp. é fagocitada por células M
(membranosas), células epiteliais e células dendriticas presentes no tecido linféide
associado ao intestino (tonsilas cecais) e atinge os 6rgaos internos por meio da
circulacao sanguinea (CARTER & COLLINS, 1974; VAZQUEZ-TORRES et al., 1999;
RESCIGNO et al., 2001), gerando a infeccao sistémica. Depois de interagir com
fatores do sistema complemento, as bactérias fagocitadas iniciam a fase de infeccao
intracelular em macrofagos, células polimorfonucleares, células dendriticas e
ocasionalmente, linfocitos B (BIOZZI et al., 1960; DUNLAP et al., 1991; WARREN et
al., 2002). Os fagodcitos inflamatoérios infectados migram para outros 0Orgaos,
formando novos focos de infeccéo e resultando na formacao de lesdes inflamatorias,
septicemia e necrose focal nos tecidos (RICHTER-DAHLFORS et al., 1997).

2.3. Metabolismo bacteriano e a sintese de Cobalamina

Para completar seu ciclo, as bactérias precisam se adaptar as condicdes
disponiveis para sobrevivéncia e multiplicacdo no ambiente em que se encontram;
seja no meio ambiente, seja durante a invasao de seres vivos. O sistema respiratério
bacteriano é modulado para alterar rapidamente o seu funcionamento, conforme as
condicbes encontradas e a disponibilidade de substratos para a obtencdo de
energia. Assim sendo, as bactérias conseguem superar as adversidades ambientais
e utilizar os substratos disponiveis. Faz parte da habilidade para superar as
adversidades ambientais, a alteragdo da composicdo do sistema respiratério.
Componentes da membrana celular alteram-se conforme a necessidade e a
disponibilidade de substratos no meio em que se encontram. O conhecimento a
respeito do processo de respiracdo em anaerobiose é importante no sentido de que
a sobrevivéncia de Salmonella no organismo animal (ou mesmo em seres humanos),

intracelular ou no trato entérico, ocorre em ambiente estritamente anaerdbico.
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Portanto, além dos mecanismos de patogenicidade (JONES et al.,, 2001), sua
sobrevivéncia depende da capacidade de utilizar os substratos disponiveis para se
manter viva. A elucidacdo do metabolismo bacteriano pode ser Gtil para conhecer
melhor o mecanismo utilizado pela bactéria para sobreviver no hospedeiro.

Durante a aerobiose, as enzimas da cadeia de transporte de elétrons (NADH
desidrogenase, citocromo oxidases), que utilizam o oxigénio como aceptor de
elétrons, sdo necessarias para 0 crescimento bacteriano na fase estacionaria
(BARROW et al.,, 1996; ZHANG-BARBER et al., 1997) e para viruléncia (VAN
IMMERSEEL et al., 2004). No entanto, foi observado que mutantes de Salmonella
enterica sorovar Typhimurium, contendo alteracbes em genes que expressam
componentes da cadeia aerdbica (nuo, cyd, cyo) em adicdo da sintase ATP
colonizaram o trato digestivo tdo eficientemente como a cepa original (TURNER et
al., 2003). Diante dessas circunstancias, postula-se que o metabolismo energético
possa ser fermentativo ou que a respiracdo utiliza uma via alternativa de aceptores
de elétrons, a respiracao anaerobica.

De fato, a via alternativa de aceptores de elétrons, é a principal forma de
obtencdo de energia para o crescimento das bactérias que se encontram em
ambientes anaerdbicos, por exemplo, as enterobactérias. A respiracdo bacteriana
em anaerobiose se da pela degradacdo enzimatica de substratos encontrados no
meio, como fontes de carbono, nitrogénio e enxofre.

A importancia dos genes cobS ou cbiA na patogenicidade de SG ainda néo foi
investigada. Estes genes participam da via de biossintese de vitamina Bi»
[cianocobalamina (CN-CBL)], que ocorre em anaerobiose. A importancia e
complexidade desta substancia Unica, ficam claras quando leva-se em conta a
guantidade de genes que participam de sua sintese, 0os quais ocupam cerca de 1%
do genoma bacteriano (PRICE-CARTER et al., 2001).

A biossintese de cobalamina s6 é encontrada entre organismos procariéticos,
aerodbicos, anaerdbicos e anaerdbicos facultativos, incluindo-se Salmonella enterica.
Esta macromolécula constitui-se em nutriente essencial para a vida de animais e
seres humanos. Em Salmonella Typhimurium, sua sintese ocorre em condi¢cdes de
anaerobiose, podendo ser sintetizada em aerobiose ou anaerobiose quando a

bactéria for suprida com as substancias precursoras como cobinamida (JETER et al.,
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1984). As vias de producdo da vitamina B;, sdo muito complexas, requerendo a
atividade catalitica de aproximadamente 30 enzimas (ANDERSSON, 1995). Destas,
25 sédo codificadas pelo operon cob (ESCALANTE-SEMERENA et al., 1992; ROTH
et al., 1993). A expressao do operon cob é regulada por pelo menos seis agentes
efetores: potencial oxido-reducdo, AMP ciclico (cAMP), propanediol, etanolamina,
tetrationato e cobalamina (ESCALANTE-SEMERENA & ROTH, 1987; RICHTER-
DAHLFORS et al., 1994; PRICE-CARTER et al., 2001). Um baixo potencial redox,
gerado durante o crescimento anaerébico da bactéria, é suficiente para aumentar a
expressao do operon cob entre 4 e 100 vezes (ESCALANTE-SEMERENA & ROTH,
1987; ANDERSSON & ROTH, 1989a,b). A presenca de cobalamina, quando ela se
encontra sob a forma de coenzima B, (Ado-CBL) reprime a expressao do operon
cob (LUNDRIGAN & KADNER, 1989; ESCALANTE-SEMERENA et al., 1990). O
operon responsavel pela biossintese de Ado-CBL contém 17 genes ChiA-P, que
estdo envolvidos na producdo da porcéao inicial da molécula (anéis corrin) e genes
envolvidos na integracdo do nucleotideo a cobinamide (cobACDUST) (ROTH et al.,
1993; WARREN et al., 2002). As salmonelas s@o bactérias anaerdbicas facultativas
capazes da biossintese de cobalamina (CBL) durante o crescimento em anerobiose.
CbiA (4cido cobirinico a,c-diamido sintetase) € a primeira glutamina
aminotransferase na via anaerobica para a biossintese de vitamina B;,. Esta enzima
chama a atencédo por catalisar reacdes quimicas em diversos pontos do substrato. O
gene chiA também ¢é responsavel, indiretamente, pela regulacdo negativa
(represséo) de todo o operon cob. A presenca de vitamina B;, reprime a expressao
de cbiA durante o inicio da fase de tradug&o nos ribossomos, desta forma, consegue
reprimir a expressao de todo o operon cob, que cessa a producdo de cobalamina
(RICHTER-DAHLFORS et al., 1994). A enzima CobS (Adenosilcobalamina-5’-P
sintase) fica localizada na membrana celular e catalisa o penultimo passo da
producdo de Ado-CBL (MAGGIO-HALL et al., 2004). A producdo de cobalamina é
completamente dependente desta enzima (MAGGIO-HALL & ESCALANTE-
SEMERENA, 1999; ANDERSON et al., 2008).

O operon pdu, que codifica enzimas para a utilizagcdo de propanediol como
fonte de carbono e energia, fica localizado adjacente ao operon cob. A inducdo da

expressao de ambos 0s operons aumenta em até 10 vezes quando propanediol é



encontrado no meio. O controle da inducdo é mediado por uma proteina de
regulacdo positiva (PocR), a qual € codificada por um gene posicionado entre 0s
operons cob e pdu (BOBIK et al.,, 1992; RONDON & ESCALANTE-SEMERENA,
1992). A proximidade e o controle coordenado destes operons reflete o fato de que a
vitamina B, € essencial para a degradacdo do propanediol (TORAYA et al., 1979;
JETER, 1990). A co-regulacéo destes operons também reforca a hipotese de que a
maior funcédo da vitamina Bi,, em Salmonella spp., seria atuar no catabolismo de
fontes de carbono.

O gene crp codifica a proteina receptora de AMP ciclico (CRP/CAMP), um
importante mensageiro citossoélico envolvido na regulacdo de véarios genes com
funcbes catabdlicas, incluindo o operon cob. Durante o crescimento anaerébico em
meio pobre em fontes de carbono, como o piruvato, CRP/cCAMP ¢é necessaria para a
maxima inducdo do gene pocR e dos operons cob e pdu (Ailion et al., 1993).
Segundo Rosu et al. (2007), uma cepa mutante de SG com delecdo no gene crp
tornou-se atenuada e ndo causou mortalidade ou o aparecimento de sinais clinicos
em aves. A biossintese da vitamina B;, em Salmonella spp. € dependente do
sistema CRP/AMP ciclico (LAWRENCE & ROTH, 1996), dessa forma, a atenuacgéo
desta cepa pode estar relacionada a baixa inducdo para a expressao do operon cob
e de outros operons ligados ao catabolismo de fontes energéticas.

A delecéo dos genes cobS e cbiA (AcobSAcbiA) na Salmonella, impossibilita
a producéo de cobalamina, em condi¢des anaerdbicas (RICHTER-DAHLFORS et al.,
1994). No entanto, a relacdo exata desta substancia, ou de algum passo da sua via
de biossintese com a viruléncia bacteriana ainda n&o foi estabelecida, mas as
razdes para a atenuagao da cepa SG AcobSAcbhiA podem ser: dificuldades para
sobreviver no intestino ou invadir 0 organismo pela parede intestinal; destruicdo mais

eficiente desta cepa pelos macréfagos dos 6rgdos; ou a multiplicacao lenta.
2.4. Vacinas contra Salmonella spp.
Os primeiros testes com vacinas contra SE foram realizados em

camundongos que receberam vacinas vivas, inativadas e fracGes celulares de SE,

sendo constatada uma resposta imune protetora contra a estirpe desafio (COLLINS
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& MILNE, 1966; KAWAKAMI et al., 1966; OSAWA et al., 1967; COLLINS, 1968).
Desde entdo, varias formulacdes de vacinas foram desenvolvidas para uso em aves
com resultados satisfatérios (TIMMS et al., 1990; GAST et al., 1992; BARBOUR et
al., 1993; GAST et al., 1993; TIMMS et al., 1994). Atualmente, sdo comercializados
dois tipos de vacinas contra SE em aves, as vacinas inativadas, também conhecidas
como bacterinas e as vacinas vivas. A eficicia das bacterinas tem sido contestada
por varios experimentos (GAST et al., 1993; OKAMURA et al., 2004; TRAN et al.,
2010). As vacinas vivas sao consideradas, atualmente, as alternativas mais
apropriadas, uma vez que também podem ser administradas oralmente e estimulam

uma resposta imune mais completa.

2.4.1. Vacinas inativadas contendo células inteiras

Estas vacinas sdo compostas por células bacterianas inativadas com calor ou
acetona ou formaldeido e sdo administradas por via parenteral. Em seres humanos,
estas vacinas conferem boas respostas por anticorpos e um grau moderado de
protecdo (LEVINE et al., 1989). Células inteiras inativadas sdo imunogénicas, mas
induzem a uma pobre resposta imune celular (COLLINS, 1974; HARRISON et al.,
1997).

2.4.2. Vacinas inativadas contendo subunidades (Bacterinas)

Atualmente, as vacinas contendo subunidades celulares de Salmonella, séo
licenciadas para uso em animais e amplamente utilizadas na producdo avicola.
Dentre as subunidades celulares utilizadas estéo o polissacarideo Vi, flagelina, LPS
tratado, extratos celulares e porinas. Estas vacinas sdo seguras e imunogénicas,
contudo, muitos estudos afirmam que aves vacinadas por bacterinas desenvolvem
uma forte resposta imune humoral e uma fraca resposta imune celular (GAST et al.,
1993; BABU et al., 2004; TRAN et al., 2010). Além disso, a utilizacdo dessas vacinas
contra sorovares flagelados, principalmente SE, revelam uma baixa eficacia no
controle da excrecdo fecal (BARBOUR et al.,, 1993; GAST et al.,, 1993; PENHA
FILHO et al., 2009; PENHA FILHO et al., 2010). As bacterinas comerciais sao



preparadas com adjuvantes em emulséo oleosa, para que a absor¢cao dos antigenos
seja mais lenta e o estimulo seja duradouro. Estas vacinas possuem poucos
antigenos na sua formulacéo e estimulam principalmente a produgédo de anticorpos,
estimulando fracamente a producao de linfécitos T citotoxicos (CARVAJAL et al.,
2008).

2.4.3. Vacinas vivas atenuadas

As vacinas vivas sao melhores imundégenos, contudo, durante o
desenvolvimento sdo necessarios estudos complementares para evitar problemas de
saude publica ou de reversao de viruléncia dessas estirpes.

Por um longo periodo, o desenvolvimento de vacinas vivas atenuadas contra
infeccdo por Salmonella spp. se baseava em critérios e métodos empiricos. No
entanto, com o advento da biologia molecular e a disponibilidade de sequéncias
gendmicas completas de diversos sorovares de Salmonella (MCCLELLAND et al.,
2001; PARKHILL et al., 2001), surgiram novas ferramentas para a geracdo de
mutantes atenuados de Salmonella, que sao candidatos a vacinas em potencial.

A selecao de estirpes de Salmonella para uso como vacinas vivas e 0 preparo
das mutacbes genéticas dependem do estudo da patogenia e imunobiologia das
doencas. De fato, o perfil e a localizacdo anatbmica das respostas imunes induzidas
pelas vacinas, exercem uma grande influéncia sobre a consisténcia e duracdo da
resisténcia adquirida ao patégeno nos animais vacinados. As vacinas vivas tem
demonstrado melhor eficacia no controle de Salmonella, quando comparadas as
demais vacinas disponiveis, porque sédo capazes de induzir a imunidade celular, ao
contrario das vacinas inativadas. Assim, a demanda atual por inovacdes e pesquisas
para o desenvolvimento de estirpes mutantes atenuadas de Salmonella com
potencial vacinal para serem usadas em animais tem aumentado.

As estirpes que tém sido empregadas sdo mutantes de estirpes “selvagens”
com delecbes estaveis em algum gene, que tem a capacidade de sobreviver por
algum tempo no hospedeiro e estimular uma resposta imune (VAN IMMERSEEL et
al., 2005). A estirpe SG 9R é rugosa e foi originada da estirpe lisa 9S (SMITH, 1956).

A estirpe 9R ndo possui 0s antigenos somaticos caracteristicos da forma lisa de SG
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devido a algumas mudancas na conformacéao do lipopolissacarideo (LPS) bacteriano
e por isso tornou-se atenuada. Vacinas vivas e inativadas, preparadas a partir de SG
9R, ja foram utilizadas em programas de prevencdo em alguns paises (LEE et al.,
2005; PENHA FILHO et al., 2009). No entanto, ndo foi observado nenhum sucesso
significativo no uso de vacinas inativadas preparadas a partir de SG 9R.

Outras vantagens no uso de estirpes vivas, atenuadas e invasivas para
vacinagdo de aves ja foram demonstradas. FEBERWEE et al. (2001a) encontraram
evidéncias de que uma vacina viva baseada em SG 9R contribuiu para a reducéo da
infeccdo por SE em lotes comerciais. Além disso, nenhuma evidéncia de excregéo
fecal, contaminacdo da casca ou conteudo do ovo pela estirpe vacinal foi
encontrada, diminuindo assim a probabilidade de excrecdo da estirpe vacinal para o
ambiente quando usado pela via parenteral (FEBERWEE et al., 2001b).

Em estudos anteriores, a estirpe atenuada SGAcobSAcbiA também foi
utilizada com sucesso para o controle de infec¢cdes por Salmonella em aves, sendo
capaz de reduzir a colonizagéo intestinal por SE e a mortalidade de aves infectadas
com SG (PENHA FILHO et al., 2010).

2.4.4. Vacinacao contra SE

As vacinas auxiliam na diminuicdo dos riscos a saude publica decorrente da
presenca de Salmonella spp. em produtos de origem aviaria. A reducdo da
colonizagéo do trato reprodutor e do trato intestinal diminui a excregédo fecal e
consequentemente a contaminacao de ovos e carne (MEAD et al., 1999).

Estirpes mais invasivas, como SG e SE PT4, sédo bastante utilizadas para
desenvolver vacinas vivas (SMITH, 1956; NASSAR et al., 1994; HAYES et al., 1999;
EJIDOKUN et al.,, 2000; RANA & KULSHRESHTHA, 2006; ADRIAENSEN et al.,
2007; MATSUDA et al., 2011b). Essas estirpes sao capazes de estimular a uma forte
resposta imune celular devido a apresentacdo sistémica de antigenos integros e
especificos e sdo eliminadas antes do que ocorreria com uma estirpe menos
invasiva (BARROW et al., 1988; MATSUDA et al., 2011a). Aves poedeiras infectadas

com estirpes invasivas mostram uma imunidade consideravelmente maior a
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reinfeccdo (BARROW et al., 1990b). ADRIAENSEN et al. (2007) produziram uma
estirpe de SE PT4 com mutacdo dupla nos genes guaB e fliC, e notaram que a
mesma tornou-se atenuada, com reduzida capacidade invasiva. A imunidade
conferida conseguiu proteger os 6rgdos, mas nédo impediu a colonizacdo do trato
entérico, inclusive dos cecos, pela estirpe patogénica de SE.

A maioria dos trabalhos sobre a eficacia de uma vacina contra Salmonella
descrevem apenas uma protecao parcial, tal como a reducdo da excrecao fecal de
SE (GAST et al.,, 1993), ou apenas a diminuicdo da colonizacdo dos tecidos do
hospedeiro (BABU et al., 2003; GANTOIS et al., 2006; ADRIAENSEN et al., 2007).
Os resultados dos experimentos apesar de muito variaveis, apresentam um ponto
em comum. Nenhum deles relata uma imunidade contra SE na qual a ave vacinada
esta completamente protegida. A protecdo contra a infeccao dos érgaos internos é
mais facil de ser alcangcada do que a protecéo efetiva contra a colonizag&o intestinal
(CURTISS & HASSAN, 1996). Algumas bacterinas utilizadas em aves, por exemplo,
demonstram algum grau de protecdo contra a invasdo dos Orgaos internos por
Salmonella spp., mas falham no controle da colonizacdo intestinal (GERMANIER,
1972; BARROW et al.,, 1990a; GAST et al.,, 1992). No entanto, a vacinacdo €
utilizada como uma importante ferramenta disponivel para a dificil tarefa de controlar
uma infeccédo por Salmonella spp. em aves comerciais. No Brasil, a imunizacéo de
aves reprodutoras (matrizes) com bacterinas, € permitida e tem sido aplicada junto
com medidas de biosseguridade.

Alguns estudos relatam que a vacinagdo aumenta a concentracdo dos
anticorpos especificos IgG na gema de ovos, no soro sanguineo e no jejuno de
pintinhos provenientes de matrizes reprodutoras vacinadas (METHNER &
STEINBACH, 1997; INOUE et al., 2008). Os anticorpos séao depositados na gema do
ovo durante a sua formacédo e podem auxiliar na redugcdo de ovos contaminados
(YAMAMOTO et al.,, 1975; HOLT et al., 1996). A menor producdo de ovos
contaminados bem como uma progénie mais resistente ao desafio sdo fundamentais
para o controle da salmonelose, ja que o simples contato entre 0S ovos e 0S
pintinhos recém-eclodidos infectados € capaz de contaminar aves livres dentro do
incubatorio (CASON et al., 1994; INOUE et al., 2008).
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Muitos dos dados que constam da literatura a respeito da avaliacdo de
vacinas vivas, referem-se a estudos em animais de laboratério (IANARO et al., 1995;
DUNSTAN et al., 1999; ZHANG-BARBER et al., 1999). Existem alguns estudos em
aves comerciais, que relatam resultados positivos (BARROW et al., 1990a;
METHNER et al., 1994; METHNER & STEINBACH, 1997) incentivando a maior

exploracdo deste importante topico para a avicultura.

2.5. Resposta lmune contra Salmonella

2.5.1. Resposta Ilmune Inata

ApGs o contato primario com o microrganismo patogénico ou atenuado, como
uma estirpe vacinal, ocorre rapidamente o estimulo e o desenvolvimento da
imunidade inata. A resposta imune inata contra Salmonella depende da espécie
hospedeira infectada e do sorovar de Salmonella. Os sorovares que possuem
flagelo, como SE, causam o paratifo em diversas espécies hospedeiras e devido a
menor invasividade, induzem a formacédo de uma gastroenterite limitada durante a
infeccdo. A maioria dos estudos sobre imunidade contra Salmonella spp. séo
realizados em camundongos infectados por S. Typhimurium, porém, as informacdes
geradas nem sempre podem ser extrapoladas para o estudo da infeccdo e
imunidade de aves por SE. Por isso, existe a necessidade de estudos sobre a
resposta imune contra as salmoneloses, especificamente em aves (CHAPPELL et
al., 2009; DOUGAN et al., 2011).

A imunidade mediada por células (IMC) demonstra ser o mecanismo de maior
importancia para protecdo contra Salmonella spp. e durante a resposta inata as
principais células envolvidas sdo os macréfagos, heterofilos e as células “Natural
Killer” (COLLINS, 1974; MASTROENI et al., 1993; BABU et al., 2003; OKAMURA et
al., 2004). Contudo, diferentes mecanismos podem ser ativados durante a infeccao.
Na fase extracelular e em infecgbes na mucosa intestinal, os principais mecanismos
da imunidade inata ativados séo a fagocitose e a resposta inflamatoria, e em menor

escala o sistema complemento (CHAPPELL et al., 2009). Como resultado da
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ativacdo do complemento ocorre aumento da opsonizacao e fagocitose da bactéria.
A lise de bactérias opsonizadas, estimula consequentemente a resposta inflamatoria
e o0 recrutamento e ativacdo de leucécitos (AYRES & VANCE, 2012; KAISER et al.,
2012).

Os fagacitos, inicialmente heterdfilos e posteriormente os macréfagos e
células dendriticas, ingerem e tentam destruir Salmonella spp., mas estas bactérias
intracelulares facultativas possuem mecanismos de evasao e resistem a degradacéo
dentro dos fagécitos onde conseguem sobreviver e até mesmo se replicar (RUBY et
al., 2012). Os fagécitos ativos utilizam varios receptores de membrana e
citoplasmaticos, que reconhecem moléculas do patégeno, como a manose ou o LPS
e também anticorpos opsonizadores (receptores de Fc). Os receptores da familia
Toll-like (TLRs) e Nod-like (NLRs) sdo importantes devido a capacidade de
reconhecimento especifico das moléculas microbianas (KOGUT et al., 2005; BROZ
& MONACK, 2011; FRANCHI, 2011). A exemplo disso, o TLR5 reconhece a flagelina
bacteriana e auxilia na ativacdo de fagocitos, estimulando as suas funcdes
microbicidas (IQBAL et al., 2005; UEMATSU & AKIRA, 2009).

Além disso, as citocinas que ativam os sistema fagocitario (macréfagos,
células dendriticas e heterdfilos - homologos aos neutrofilos em mamiferos) como
Interferon-gamma (IFN-y) e as citocinas proé-inflamatorias IL-1, IL-6 e Fator de
Necrose Tumoral-a (TNF-a) (HIROSE et al., 1999; LALMANACH & LANTIER, 1999),
sdo cruciais para a protecdo contra a infeccdo primaria por Salmonella spp. por
induzirem a infiltragdo de leucocitos nos tecidos infectados estimulando a resposta
inflamatoéria (ECKMANN & KAGNOFF, 2001; RAUPACH & KAUFMANN, 2001). A
importancia de algumas citocinas foi demonstrada em experimentos, em que animais
infectados por uma estirpe atenuada de Salmonella Typhimurium tiveram dificuldade
no controle da infeccdo apds a inativacdo de IFN-y e de Interleucina-12 (IL-12)
(HESS et al., 1996; MASTROENI et al., 1998). Em estudo realizado em aves in vivo
(FARNELL et al., 2001; SETTA, A. M. et al., 2012) e in vitro (SETTA, A. et al., 2012)
foi relatado uma importante producdo e participacdo da citocina IFN-y durante a
reducao da infeccao por SE.

As células polimorfonucleares (PMN) desempenham um importante papel

durante a resposta inicial contra a infeccdo por Salmonella spp. (FIERER, 2001).
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Em aves, granulécitos heterofilicos se acumulam na lamina propria das tonsilas
cecais, 18h apés infeccdo por SE (VAN IMMERSEEL et al., 2002; CARVAJAL et al.,
2008). Infeccbes por sorovares flagelados geram respostas inflamatorias agudas,
causando lesdes no trato gastroentérico, geralmente caracterizadas pela expressao
de quimiocinas e um infiltrado de leucécitos e heterdfilos polimorfonucleares
(WITHANAGE et al., 2004). Apés infeccdo por S. Typhimurium (STM), os heterdfilos
tem expressao aumentada das citocinas pro-inflamatorias, IL-6 e CXCL8 (conhecida
anteriormente como IL-8), assim como a citocina anti-inflamatoria Fator de
Crescimento Tumoral B4 (TGF-B4), enquanto a expressdo de IL-18 e IFN-y foi
diminuida (KOGUT et al., 2003). Os factores bacterianos responsaveis por estimular
esta resposta nao foram completamente elucidados, mas suspeita-se principalmente
de proteinas do flagelo (FIiC e FIjB) (GEWIRTZ et al., 2001) e de proteinas efetoras
SopA, B e D e SipA (LEE et al.,, 2000). Contudo, diferencas podem ocorrer
dependendo do sorotipo infectante. Células epiteliais de aves tem menor expressao
de IL-1 e IL-6, quando infectadas por SG (KAISER et al., 2000). A influéncia da
migracdo de células PMN sobre a formacdo de lesbGes entéricas foi motivo de
discussbes, contudo, atualmente se assume que estas células ndo contribuem
diretamente para este processo (FOSTER et al., 2003). A importancia das células
PMN e dos infiltrados heterofilicos foi demonstrada por KOGUT et al. (1994). Aves
com granulocitopenia (deplecédo de heterofilos) apresentaram maior suscetibilidade a
infeccdo sistémica por SE, fato que causou severa morbidade e mortalidade, mesmo
guando apenas uma dose subletal era administrada oralmente.

Dentre os leucécitos recrutados durante a resposta imune inata a infecgcéo
intracelular por Salmonella spp., se destacam os fagocitos e as células citotoxicas,
como as células “Natural Killer” e os linfocitos T CD8" citotdxicos que sdo capazes
de destruir células infectadas e podem ser encontradas em quantidades
representativas apos infeccédo primaria por Salmonella Enteritidis em aves (BERNDT
& METHNER, 2001). As bactérias intracelulares induzem a producéo de IL-12 e IL-
15 por células dendriticas, ambas ativadoras de células “Natural Killer” que
produzem IFN-y e por sua vez ativam os macréfagos e promovem a morte de
bactérias fagocitadas. Assim, as células “Natural Killer” fornecem uma defesa rapida

contra estes micro-organismos, antes do desenvolvimento da imunidade adaptativa.
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De fato, estudos sobre infeccdes primarias por Salmonella spp., tanto em aves
guanto em mamiferos, revelam que a resposta imune inata tem grande importancia
para a protecdo nos momentos iniciais da infeccdo, e sdo capazes de controlar
infeccdo transitoriamente (MITTRUCKER et al., 2000; LEE et al., 2005). Porém, a
imunidade inata, somente, ndo consegue erradicar completamente essas infeccoes,

ja que para isso, € necessario o desenvolvimento da resposta imune celular

adaptativa ou adquirida.

2.5.2. Resposta Imune Adquirida

A resposta imune humoral (Figura 1) € um dos principais mecanismos imunes
no combate a infec¢cdes bacterianas extracelulares, entre outras funcdes a IgA
secretéria € capaz de bloguear a colonizacdo e infeccdo, opsonizar e eliminar
patogenos e neutralizar suas toxinas (RANA & KULSHRESHTHA, 2006; DOUGAN
et al.,, 2011). Os anticorpos sao dirigidos contra epitopos da parede celular
bacteriana, polissacarideos (LPS) ou proteinas como a flagelina. Durante a fase
extracelular, o reconhecimento destas bactérias por receptores de células do
sistema imune desencadeia mecanismos como a opsonizacao, a neutralizacao, a
fagocitose e a ativacdo do complemento pela via classica (MASTROENI, 2002). A
neutralizacdo e a opsonizagcdo sao mediadas por imunoglobulinas de alta
especificidade no soro pelas classes IgM e IgG e no limen intestinal pela classe IgA
(MITTRUCKER et al., 2000; MASTROENI et al., 2001).

A apresentacdo dos antigenos bacterianos aos linfocitos T CD4" auxiliares,
induz a producéo de citocinas pré-inflamatérias e o aumento da atividade fagocitica
e microbicida dos macréfagos e neutroéfilos. A infecgdo por Salmonella spp. induz a
formacdo de respostas Tal, caracterizada pela producdo de IFN-y e ativacdo da
imunidade celular mas também e pode estimular o perfil de resposta Ta2 e a
consequente producdo de anticorpos (Resposta Imune Humoral) (MASTROENI,
2003; HE et al., 2011). Contudo, em infeccbes por cepas invasivas, as células
bacterianas penetram facilmente nas células do hospedeiro, principalmente nos

fagocitos e durante o parasitismo intracelular ficam protegidas da acdo dos
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anticorpos circulantes. Para a eliminacao da infeccao intracelular, os mecanismos da
imunidade mediada por células sdo imprescindiveis, principalmente a imunidade
mediada por linfocitos T CD4" e linfocitos T CD8" (LEHMANN et al., 2006).

Figura 1. Fases da resposta imune humoral. A ativacdo de linfécitos B € iniciada
pelo reconhecimento especifico de antigenos pelos receptores de Ig destas
células. Os linfocitos B ativados séo estimulados pelo antigeno especifico e
por linfécitos T CD4" auxiliares a diferenciacdo e proliferacdo de células
clones. A progénie de clones que produz IgM e outros isoétipos de Ig (ex.
IgG e IgA secretoria) sofre maturacdo de afinidade e podem se tornar
plasmécitos produtores de Ig ou persistir por longos periodos como
linfocitos de memdria. Extraido de Abbas et al., 2012.

A imunidade mediada por células é efetivada por dois tipos principais de
células: os linfécitos T CD4" que recrutam e ativam fagocitos através do receptor
CD40 e da producéo de IFN-y, resultando na morte de microrganismos fagocitados e
os linfocitos T CD8" citotdxicos (CTLS) que matam as células infectadas. Ambos os
linfocitos T CD4" e T CD8" respondem & antigenos proteicos de microrganismos
fagocitados, que sdo apresentados como peptideos associados as moléculas do
Complexo Principal de Histocompatibilidade de classe Il ou de classe | (MHCII ou

MHCI), respectivamente. Os linfocitos T CD4" se diferenciam em Tal sobre
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influéncia de IL-12, produzida por macréfagos e células dendriticas, como
consequéncia, os linfécitos Tal induzem os macréfagos a producédo de substancias
microbicidas, incluindo oxigénio reativo, 6xido nitrico e enzimas lisossomais, que
matam a bactéria dentro dos fagossomos (Figura 2).

As bactérias fagocitadas estimulam a resposta por linfocitos T CD8" quando
0s antigenos bacterianos ou as bactérias deixam os fagossomos e entram no citosol
das células infectadas. Livres no citoplasma, as bactérias ndo séo susceptiveis aos
mecanismos microbicidas (fagolisossomos) dos fagocitos, e para erradicar a
infeccdo, as células infectadas séo eliminadas por CTLs. Assim, as células efetoras
da imunidade mediada por células, linfécitos T CD4" e CTLs CD8", agem em
conjunto na defesa contra a infeccdo intracelular de Salmonella spp. A agéo dos
macréfagos e CTLs sobre o tecido infectado, junto com a resposta inflamatoria, que
ocorre nas infeccdes intracelulares pode causar uma lesdo tecidual que muitas

vezes resulta em necrose focal nos 6rgaos infectados por sorovares invasivos.
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Figura 2. Inducdo e acdo da imunidade mediada por células. Linfocitos T CD4" e
linfocitos T CD8" reconhecem peptideos derivados de antigenos proteicos
(bacterianos) apo6s a apresentagdo por células dendriticas nos tecidos
linféides associados. Os linfocitos T sdo estimulados a proliferacdo e se
diferenciam em linfocitos T efetores (e de memodria) e entram em
circulacdo. A migracao de linfocitos T efetores e outros leucocitos para o
local infectado ocorre inicialmente pelos vasos sanguineos em tecidos
periféricos pela ligagdo as células endoteliais que foram ativadas por
citocinas produzidas em resposta a infeccdo nestes tecidos. Linfocitos T
CD4" efetores reconhecem o antigeno no tecido e respondem com a
secrec¢do de citocinas que recrutam mais leucdcitos e ativam fagocitos para
erradicar a infecgdo. Os linfécitos T citotdxicos (CD8") também migram
para os tecidos e matam as células infectadas. Extraido de Abbas et al.,
2012.
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A eficacia das vacinas é caracterizada pelo grau de prote¢do a infeccéo
intestinal e sistémica e as taxas de morbidade e mortalidade perante desafio de aves
vacinadas. No entanto, o nivel de protecdo depende da estirpe desafio, a via de
administracdo, a dose de infecgéo, a idade e linhagem das aves e por isso é dificil
comparar estritamente a eficacia de vacinas disponiveis. Contudo a mensuracéao da
resposta imune adaptativa ou adquirida contra um patdgeno, gerada pela vacinacdo
€ uma forma de distinguir o funcionamento de cada vacina no organismo animal. A
utilizacdo de vacinas vivas tem mostrado melhores resultados, principalmente, no
gue tange o desenvolvimento da IMC e consequentemente o controle da infecgéo.
Assim, as vacinas vivas estimulam a producdo das citocinas de linfocitos Tal,
incluindo IFN-y, IL-12, IL-1, TGF-B4, TNF-a e IL-18, enquanto que vacinas inativadas
estimulam o perfil de citocinas secretadas por Taz2, incluindo IL-4 e IL-13 (ECKMANN
& KAGNOFF, 2001), que sao grandes ativadores de linfocitos B, dando origem a
resposta imune humoral.

Babu et al. (2003) demonstraram que o numero de linfécitos T em aves que
receberam vacina viva foi significativamente maior do que em aves que receberam
vacinas inativadas. Entretanto, a resposta imune humoral também se faz necessaria
para a obtencao da resposta imune completa. Aves bursectomizadas, incapazes de
produzir linfécitos B e imunoglobulinas, demonstraram maior excrecao fecal de SE,
enquanto que nos 0Orgaos internos, os numeros bacterianos nédo diferiam entre as
aves bursectomizadas e normais, indicando um importante papel da classe IgA, que
€ secretado diretamente na luz intestinal, impedindo a aderéncia da SE e
consequentemente a invasao intestinal (ARNOLD & HOLT, 1995; DESMIDT et al.,
1998).

CAMPAGNARI et al. (2007) avaliaram a eficacia conferida por uma vacina
viva comercial contra SE, na estimulacdo da IMC, através da quantificacdo de
algumas citocinas. As células do baco das aves vacinadas e néo vacinadas foram
coletadas e cultivadas para avaliagdo in vitro da resposta imune. Os resultados
mostraram um aumento na produc&o de IFN-y, IL-8 e Oxido Nitrico (NO), nas células

provenientes de aves vacinadas, indicando um aumento na resposta imune do
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hospedeiro, uma vez que estes fatores sao importantes na estimulacdo da resposta
imune mediada por células. SEVIL DOMENECH et al. (2008) demonstrou que a
administracdo de diferentes sorovares na primeira e na segunda imunizacdo, ou
seja, a utilizacdo de vacinas heter6logas em um mesmo protocolo de vacinacéao leva
a um aumento na resposta por linfocitos T CD8".

A estirpe vacinal SGAcobSAcbiA demonstrou boa protecéo contra SE e SG
em estudo prévio (PENHA FILHO et al., 2010). O presente estudo foi elaborado para
avaliar detalhadamente a resposta imune gerada por esta vacina viva e por uma
vacina inativada (bacterina comercial) em diferentes combinacdes, utilizadas em

programas vacinais de campo.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Estudar a resposta imune humoral e celular em aves vacinadas com estirpe
viva atenuada de SG (SGAcobSAchiA) e com uma vacina inativada (bacterina

comercial) e desafiadas com estirpe patogénica de Salmonella Enteritidis.

3.2. Objetivos Especificos

. Avaliar a protecdo e a eficacia de diferentes programas vacinais contra a
infeccdo pela estirpe de SE.
. Avaliar a expressdo de genes envolvidos em processos imunomodulatorios,

responsaveis pela sintese de citocinas e quimiocinas.

. Avaliar a resposta imune mediada por células (linfécitos T CD4" e linfocitos T
CD8")
. Avaliar a resposta imune humoral (producédo de IgG, IgM e IgA) antes e apés

o desafio por SE.
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4, MATERIAL E METODOS

4.1. Aves e ensaiosin vivo

Foram utilizadas 125 aves de variedade branca de linhagem comercial, para
postura de ovos de mesa. Os experimentos foram realizados no Setor de
Ornitopatologia e no Laboratério de Imunologia e Virologia Veterinaria,
Departamento de Patologia Veterinaria, da Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias — FCAV/UNESP, Céampus de
Jaboticabal e foi autorizado pela Comisséo de Etica e Bem Estar Animal (CEBEA -
Protocolo n. 6236-09), seguindo os principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimentacao (COBEA).

Os ensaios seguiram os modelos adotados por BERCHIERI et al. (2001). As
aves foram alojadas dentro de salas de ambiente controlado, pressdo negativa e
com sistema de filtros HEPA para o ar circulante. As aves foram criadas desde o
primeiro dia de vida em bateria com agua, aquecimento e racdo ad libitum. No
momento da chegada, foram realizados testes sorologicos para a detecgcdo de
anticorpos anti-Salmonella e suabes de fundo de caixa, para pesquisa de Salmonella
spp. has fezes. As aves utlizadas nos experimentos apresentaram resultados

negativos o isolamento de Salmonella spp. e anticorpos.

4.2. Estirpes bacterianas e vacinas

Para o desafio das aves, foi utilizada uma estirpe de SE fagotipo 4 (PT4)
resistente ao acido nalidixico e a espectinomicina (SE Nal' Spec'), reconhecidamente
patogénica e invasiva (INOUE et al., 2008). A vacina viva foi constituida por estirpe
atenuada de SG, resistente ao acido nalidixico (Nal"), contendo parte dos genes
cobS e chiA deletados de seu genoma (SGAcobSAchiA) e previamente estudada
como estirpe vacinal em aves (PENHA FILHO et al., 2010). A estirpe SGAcobSAcbiA
foi elaborada no Laboratério de Ornitopatologia da FCAV-Unesp de Jaboticabal, SP

e foi escolhida como estirpe vacinal devido por possuir comprovada atenuacao da
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viruléncia para aves. A vacina inativada (bacterina comercial) utilizada continha

antigenos de SE PT4, PT8 e PT13a em emulsao oleosa.

4.3. Preparo dos inéculos

As culturas, para cada indculo, foram preparadas a partir de suas respectivas
estirpes (SGAcobSAcbiA e SENal'Spec’), semeadas em caldo Luria-Bertani (LB,
Invitrogen 12780-052) e incubadas por 24h a 37°C, em agitacdo (100rpm). As
culturas foram diluidas decimalmente em solugéo salina tamponada pH 7,4 (PBS).
De cada diluicdo retirava-se 0,1mL, que era adicionado em placas contendo &agar
verde brilhante (Oxoid CM0263) com novobiocina (1ug/mL) e acido nalidixico (20
pMg/mL) (VB Nal/Nov), as quais eram incubadas a 37°C por 24h. Apos a incubacéo
realizava-se a contagem do numero de unidades formadoras de coldnias por mL de
caldo LB (UFC/mL).

Para o preparo dos inéculos, cada cultura era centrifugada a 4000g x por 2
min e o sedimento bacteriano foi suspendido em PBS ajustando a concentragéo de
cada inéculo para 102UFC/mL de PBS.

4.4. Vacinacéao

A vacina inativada foi administrada pela via subcutanea em dose Unica de 0,3
mL, injetada no terco inicial do pescoco de cada ave em aves com 25 dias de vida.

A vacina viva consistia de 10° UFC de SGAcobSAcbiA em 1mL de PBS,

administrados pela via oral, direto no papo.

4.5. Desenho Experimental

Foram formados seis grupos (A, B, C, D, E e CN) contendo 20 aves cada. A
vacinacao foi realizada aos 5 e/ou 25 dias de vida, conforme a descricdo abaixo e
esquema da Tabela 1. No grupo A, as aves ndo foram vacinadas; no grupo B, as
aves receberam uma dose de vacina viva aos 5 dias de vida; no grupo C, as aves
vacinadas receberam uma dose de vacina viva aos 5 dias de vida e outra aos 25

dias de vida; no grupo D as aves foram vacinadas com uma dose de bacterina aos
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25 dias de vida; no grupo E as aves foram vacinadas com vacina viva aos 5 dias de
vida e com a bacterina aos 25 dias de vida. Aos 45 dias de vida, todas as aves foram
desafiadas com SENal'Spec', por via oral. As aves do grupo controle negativo (CN)
nao foram vacinadas ou desafiadas e foram utilizadas como controle negativo nos

calculos para quantificacdo da expressao de citocinas.

Tabela 1. Desenho experimental e esquema dos programas vacinais utilizados

Grupo NUumero 12 vacina (5 dias) 22 vacina (25 dias) Desafio
de Aves (45 dias)

A (ndo 20 - - SE
vacinado)
B (VV) 20 SGAcobSAcbiA/ORAL - SE
C (VV+VWV) 20 SGACObSAchbiIA/ORAL SGAcobSAchiA/ORAL SE
D (BA) 20 - Bacterina/SC SE
E (VV+BA) 20 SGAcobSAchiA/ORAL Bacterina/SC SE
CN 20 - - -

VV: vacina viva ; BA: vacina inativada (bacterina); SC: vacinacdo pela via
subcutanea
Dose VV: 108 UFC/ml em 1 ml de PBS.

Dose BA: 0,3 ml aplicados via SC, no terco inicial do pescoco.

4.6. Colheitade material

Um dia antes do desafio (DAI) e um, seis e nove dias apos a infecgcdo com SE
(DPI), cinco aves de cada grupo foram sacrificadas para a colheita do material, pelo
método de deslocamento cervical. Antes de cada sacrificio, foi colhido sangue
cardiaco, para a obtencdo dos soros utilizados para a pesquisa das imunoglobulinas
IgM e 1gG. Procedendo com uma necropsia, as amostras de figado, baco e tonsila
cecal foram colhidas assepticamente, submergidas em nitrogénio liquido para
congelamento rapido e armazenadas em freezer a -80°C até serem processadas
pela técnica de extracdo de RNA e imuno-histoquimica. Parte do intestino foi colhida
desde o diverticulo de Meckel até o proctodeu na cloaca para mensuracdo dos
niveis de IgA na mucosa intestinal. Amostras de baco e de contetdo cecal foram
colhidas e utilizadas para estimar o numero de células viaveis de SE, utilizada no

desafio, conforme procedimento descrito no item 4.7.
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4.7. Contagem bacteriana

As amostras de baco e conteudo cecal foram colhidas e colocadas em PBS
na propor¢cao de 1:10, maceradas (o contetdo cecal foi homogeneizado) e diluidas
decimalmente até 10° em PBS. De cada diluicdo, 100uL foi plagqueado em agar
verde brilhante contendo espectinomicina (100ug/mL) e acido nalidixico (20pg/mL)
(VBNal/Spec). As placas foram incubadas a 37°C/24h. O ndamero de col6nias por
grama de orgao foi transformado em log;o para analise dos resultados. Na auséncia
de crescimento, aos frascos contendo a amostra homogeneizada em PBS (1:10), era
adicionado igual volume de caldo selenito contendo novobiocina (0,04%), preparado
em dupla concentracdo (CM0263 e LP0121A, Oxoid, Reino Unido). O frasco era
incubado a 37°C/24h e o seu conteudo era semeado em VBNal/Spec, com nova
incubacdo a 37°C/24h para a deteccédo de SE em quantidade menor que 10°UFC/g,

expresso com o valor 2 nos calculos.

4.8. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) Indireto

O método ELISA Indireto foi aplicado para mensurar a resposta imune
humoral das aves vacinadas e ndo vacinadas, antes e apos o desafio com SE,
utilizando metodologia descrita por OLIVEIRA (2004). Os niveis das classes de
imunoglobulinas (Ig) IgM e 1gG foram mensurados no soro das aves e 0s niveis de

IgA secretodria foram mensurados no lavado da mucosa intestinal.
4.8.1. Preparo do antigeno de SE

Inicialmente foi preparada uma cultura de Salmonella Enteritidis em 10mL de
caldo de infusdo cérebro e coracao (BHI — Difco 0003-17), incubado a temperatura
de 37°C por 24 horas sob agitacdo. Apos a incubacéo, foi retirado 5mL de cultivo e

inoculado em 500mL de caldo BHI seguido de nova incubacédo em estufa a 37°C por



25

24 horas sob agitacdo. Em seguida, as culturas foram centrifugadas a 1912 Xg
(centrifuga Sorvall Instrument-Dupont) a temperatura de 4°C por 30 minutos. Os
sobrenadantes foram retirados e os sedimentos re-suspendidos em 10mL de salina
fosfatada tamponada (PBS) pH 7,4 e centrifugados a 1500 Xg a 4°C durante 10
minutos. Este procedimento foi repetido quatro vezes para a lavagem do sedimento.
Posteriormente, as culturas foram sonicadas (Sonicador Branson Sonifer 250),
sendo submetidas a oito ciclos de + 85watts de poténcia, com intervalo de 30
segundos entre os ciclos. Os materiais sonicados foram centrifugados a 5000 Xg
(centrifuga refrigerada Eppendorf 5810R) por 20 minutos numa temperatura de 4°C.
Os sobrenadantes foram armazenados a temperatura de -20°C até o momento de

uso como antigenos durante o ELISA indireto.

4.8.2. Deteccédo de anticorpos no soro

O ELISA indireto incluiu cinco estagios, utilizando-se em quatro deles 50uL do
reagente apropriado. Apés cada estagio, os reagentes foram removidos e 0s pocos
lavados com PBS + 0,1% de Tween-20 (PBST). Inicialmente, o antigeno de SE foi
diluido em tampao carbonato-bicarbonato (15mM Na,COz, 35mM NaHCO3;, 0,3mM
NaN3) pH 9,6 na razdo 1:10.000 e 50uL adicionado a cada poco da microplaca
(Costar® 1536, Corning, EUA) a qual foi incubada a temperatura de 4°C por 18h. Na
etapa seguinte, adicionou-se o tampao carbonato—bicarbonato juntamente com leite
em po6 desnatado (LPD - Molico, Nestlé, Sdo Paulo, Brasil) a 10% (100uL), e a
microplaca incubada a 37°C por 45min para o blogueio de liga¢gdes inespecificas. A
seguir, as amostras de soro foram adicionadas em duplicata diluidas (1:1000) em
PBS + LPD 10% com incubacédo a 37°C por 60min. Posteriormente, foi adicionado o
conjugado (IgG1 de cabra anti-IgG ou anti-IgM de galinha associado a peroxidase)
diluido em PBST + LPD 10% na razéo de 1:1.000 (Bethyl Laboratories, EUA), com
incubacédo a 37°C por 60min. Finalmente, foi adicionado o substrato ortofenilalamina
(OPD — Akros Organics, EUA) diluido em 5,5mL de tampéao citrato fosfato (0,1M
CsHgO7, 0,2M NaHPO) pH 4,9-5,2 acrescentado de 20uL de perdxido de hidrogénio
3% (H20,) com incubacgao de 15min em temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Ao

final, as reacdes foram paralisadas pela adicdo de acido cloridrico (HCI) 2N e era
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realizada a leitura da densidade otica (DO) das placas (iMark Microplate Reader,
BioRad, EUA), em comprimento de onda de 490nm (peroxidase).

Os valores de DO de cada duplicata obtidos ap0s a leitura das microplacas
foram convertidos para valores ajustados A/P (amostra / positivo) utilizando-se a

seguinte formula:

A/P = (DO amostra teste — DO controle negativo)

(DO controle positivo — DO controle negativo)

4.8.3. Deteccéo de IgA secretdria no limen intestinal

Solugdo de conservacdo de proteinas (PBS contendo 0,02% de azida de
sédio, 1% de soroalbumina bovina, 1mM de fluoreto de fenilmetil sulfonil (PMSF) e
5mM de acido etilenodiamina tetracético (EDTA) (SIGMA Aldrich) foi preparada e 3
mL de solucdo a 4°C foram infundidos no limen do intestino colhido de cada ave.
Todo fluido do intestino foi coletado em um tubo cénico de 15mL e centrifugado a
400g x durante 30min. Apds a centrifugacao, o sobrenadante obtido foi utilizado para
a deteccao de IgA secretada na mucosa intestinal. O ELISA Indireto foi realizado
como descrito no item 4.7.1. Contudo, para sensibilizar as placas o antigeno de SE
foi diluido a 1:2.500, as amostras de lavado intestinal foram aplicadas no lugar do
soro, sendo diluidas na razédo 1:25 e o anticorpo secundario IgG1 de cabra anti-IgA
de galinha conjugado a peroxidase (Bethyl Laboratories, EUA) foi utilizado na razédo
de 1:800.

4.9. Imuno-histoquimica

Amostras de figado e tonsila cecal de trés aves de cada grupo foram
utilizadas para estimar a populacdo de linfécitos T CD8" e linfécitos T CD4" nos
momentos estudados. Amostras congeladas incorporadas em reagente crioprotetor
(TissueTek®, OCT, Sakura, EUA) foram usados para preparar secdes de tecido
congelado (10um) em um microtomo criostato a -20°C (CM1950; Leica

Microsystems, Alemanha). Os cortes foram fixados em acetona gelada durante 10
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min antes de serem utilizados para a imuno-histoquimica. Inicialmente, as laminas
foram secas ao ar, e os cortes foram incubados com solucdo de perdxido de
hidrogénio 3% durante 10 min em temperatura ambiente. Depois de lavar as laminas
durante 10min com PBS, os cortes foram bloqueados com solucdo Protein Block®
(Dako, EUA) durante 20 min a temperatura ambiente, em seguida, as laminas foram
incubadas por 18h a 4°C com os anticorpos monoclonais anti-CD8" ou anti-CD4" de
galinha diluidos na razéo 1:100 (8255-01 e 8220-01, Southern Biotechnology, EUA).
Apos incubacéo, as laminas foram lavadas com PBS durante 10 min e incubadas
durante 1h com reagente Envision-HRP® (Dako, EUA). A reacéo de coloracdo foi
desenvolvida com 3,3'-diaminobenzidina (DAB; Merck; Alemanha). Nos controles
negativos, o anticorpo primario foi substituido por solucdo de soroalbumina bovina
1%. Para cada corte, cinco regides de interesse foram aleatoriamente fotografadas
em microscopio de luz (Eclipse E200, Moticam 2300; Nikon, Japado). A porcentagem
de linfécitos T CD8" e CD4" marcados foi calculada com o software de andlise de

imagem (ImageProPlus; MediaCybernetics, EUA).

4.10. Quantificacdo de genes envolvidos nas respostas imunes contra a

infeccdo por Salmonella Enteritidis

4.10.1. Extracdo de RNA total e Transcricdo Reversa para preparo da fita
de DNA complementar (cDNA)

Amostras congeladas de baco e tonsila cecal foram trituradas e 30mg de cada
orgao foram utilizados para a extracdo em coluna do RNA total com o RNeasy Mini
Kit (Qiagen, Alemanha) de acordo com as instrugdes do fabricante. Inicialmente, as
amostras foram homogeneizadas em reagente de lise celular em microtubos de
1,5mL, o conteddo do microtubo foi centrifugado a 4000g x por 1 min na coluna
fornecida, lavado e tratado com DNase Set (Qiagen, Alemanha). Apos esta etapa, o
RNA total foi eluido em &gua livre de RNase e a concentracdo foi avaliada pelo
Espectrofotdbmetro  NanoDrop 1000 (ThermoScientific, EUA). As amostras com

valores acima de 2,00 na razdo 260nm/280nm foram analisadas em gel de agarose
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para verificar a integridade das bandas 28S e 18S. Em seguida, 1 ug de RNA total
foi usado para sintetizar o cDNA utilizando o kit para Transcricdo Reversa
(QuantiTect®, Qiagen, Alemanha), de acordo com as instrucbes do fabricante. Apos
este passo, o cDNA foi armazenado em -20°C, até a utilizacado para quantificar as

quimiocinas e citocinas.

4.10.2. Eletroforese em gel de agarose para avaliagcdo do mRNA

As amostras de RNA total com leituras da razdo 260/280nm maiores que 2, e
da razdo 260/230nm maior que 1,8 foram avaliadas por eletroforese em gel de
agarose. Cada amostra de RNA foi submetida a eletroforese em gel de agarose com
solucdo desnaturante. O tampéao desnaturante foi preparado com 20,6 g do reagente
3-N-morfolino acido propanosulfénico (MOPS 5X), 800mL de solu¢cédo de Acetato de
Sodio 0,05 M, 10 mL de solugdo de EDTA 0,5 M pH 8,0 e 10 mL de solucdo de
hidroxido de soédio (NaOH) 2N para ajustar o pH a 7,0 e entdo o volume era
completado até 1 L com agua com 0,1% de Dietilpirocarbonato (DEPC).

O gel foi preparado para cuba de eletroforese de 30mL contendo 0,5% de
agarose, 5,4 mL de Formaldeido 2,2 M, 18,6 mL de Agua DEPC, 6 mL de solucéo
MOPS 5X.

A amostras foram eluidas em 10 yL de solucdo preparada com 1mL de
solucdo desnaturante, 1,77mL de formaldeido 10%, 2,23 mL de agua DEPC, 5 mL
de formamida destilada 50% e brometo de etideo (0,5mg/mL).

A qualidade das amostras foi avaliada de acordo com integridade e tamanho
das bandas de RNA ribossémico (rRNA). Apenas amostras com presenca das

bandas 28S e 18S na razéo de 2:1 foram utilizadas para preparo do cDNA.
4.10.3. PCR quantitativo em tempo real

O PCR em tempo real foi realizado em reacbes com volume final de 25puL
contendo: (1) 50ng de cDNA ajustados em 2uL; (2) 0,5uM de iniciadores 5’; (3)
0,5uM de iniciadores 3’; (4) 12,5 pL de Maxima SYBR Green qPCR Master Mix 2X
(Fermentas, ThermoScientific, EUA) contendo 2,5mM de MgCl,; (5) 0,2 uL (5

unidades/uL) de Platinum Hot Start Taq DNA polymerase (Invitrogen, Life Sciences,
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USA) completando com agua até 25 uL. A sequéncia dos pares de iniciadores e a
temperatura de anelamento (TA) estdo disponiveis na Tabela 2. Os pares de
iniciadores utilizados foram baseadas em descri¢cdes da literatura ou desenhadas a
partir de sequencias génicas do Genbank.

O padrao térmico utilizado no termociclador para a PCR em tempo real foi
constituido por uma etapa de desnaturacéo inicial de 95°C por cinco min, seguido de
45 ciclos de 95°C por 15s, TA por 30s (Tabela 2) e 72°C por 30s, seguidos de leitura
da fluorescéncia da placa entre cada ciclo. Apos a amplificacdo, a curva de
dissociagdo dos produtos da PCR foram analisadas entre 65°C a 95°C, com
incrementos de 0,2°C entre as leituras. Os valores da linha de corte (Crossing points
- Cp) na curva de amplificacdo da fluorescéncia foram usados para quantificar a
expressao relativa de cada gene em relacdo ao gene normativo 18S de cada
amostra. O valor de alteracdo da expressédo génica de cada ave foi calculado em
comparacdo com aves do grupo CN (ndo vacinado e ndo desafiado) pelo método
278ACP (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001).

Tabela 2. Referéncia dos iniciadores utilizados para a quantificacdo de citocinas por

PCR em tempo real

Gene alvo Iniciadores Referéncia dos iniciadores
18S F 5-CATGGCCGTTCTTAGTTGGT-3' desenhado
R 5-GGCGTAGGGTAGACACAAGC-3'
TNFSE15 F 5-GCTCGTACGCCAATTGCC-3' PARK et al. (2007)
R 5-CAGTAAAAAGGCACCGAAGAA-3'
IFN-y F 5-AGCTGACGGTGGACCTATTATT-3' HONG et al. (2006)
R 5-GGCTTTGCGCTGGATTC-3'
IL-6 F 5-CAAGGTGACGGAGGAGGAC-3' HONG et al. (2006)
R 5-TGGCGAGGAGGGATTTCT-3'
IL-10 F 5-CGGGAGCTGAGGGTGAA-3' HONG et al. (2006)
R 5-GTGAAGAAGCGGTGACAGC-3'
TGF-4 F 5-CGGGACGGATGAGAAGAAC-3' HONG et al. (2006)
R 5-CGGCCCACGTAGTAAATGAT-3'
CCL4 F 5-GTGCCCTCATGCTGGTGT-3' HONG et al. (2006)
R 5-GGTTGGATGCGGATTATTTC-3’
IL-12 p40 F5-TGGTCCACGCTTTGCAGAT-3' CARVAJAL et al. (2008)

R 5-AAGGTTAAGGCGTGGCTTCTTA-3’

F: Forward, R: Reverse
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4.11. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism verséo 5.
Para avaliar a diferenca nos valores obtidos foi utilizado o método de Kruskall-Wallis,
seguido pelo teste de comparacdo mdultipla de Bonferroni, para avaliar a diferenca
entre cada grupo, ao nivel de 5% de significancia. Os valores foram considerados

estatisticamente diferentes quando p<0,05.

5. RESULTADOS

5.1. Contagem bacteriana

A contagem bacteriana no conteudo cecal e em amostras de baco foi
realizada para avaliar a eficacia de cada programa vacinal no que tange a
diminuicdo da carga bacteriana nos 6rgados avaliados em comparacdo com as aves
nao vacinadas do grupo A. Os resultados da contagem bacteriana estao dispostos
na Figura 3. No 1° DPI, SE foi detectada nas amostras de baco dos grupos A, B e E,
somente apds o enriquecimento, porém os numeros ndo foram significativamente
diferentes (p>0,05). Aos 6 DPI, A estirpe desafio foi recuperada em amostras de
baco em todos os grupos. A carga bacteriana no grupo E foi significativamente
reduzida em comparacao com o grupo A. Aos 9 DPI, o numero de SE no baco das
aves de todos os grupos diminuiu e os valores nao diferiam estatisticamente
(p>0,05). No 1° DPI, aves dos grupos vacinados tinham quantidades
significativamente menores da estirpe desafio no conteudo cecal em comparacao as
aves do grupo A (p<0,05). Aos 6 e 9 DPI os grupos vacinados B, C e E, tinham
guantidades significativamente menores de SE, enquanto no grupo D, onde as aves
receberam uma Unica dose de vacina inativada, ndo teve diferenca com o grupo nao
vacinado. No entanto, aos 9 DPI ndo houve diferenca significativa entre os grupos
vacinados (p>0,05).
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Figura 3. Contagem bacteriana de SE em amostras de bago e de conteudo cecal
apos o desafio de aves ndo vacinadas (grupo A) e vacinadas (grupos B,
C, D e E) expressos em logl0 de UFC/g de amostra. As amostras
positivas somente apds o enriquecimento, o valor 2 foi atribuido para os
célculos. Dados representam a media + Desvio Padrdo (DP) de 5 aves
por grupo. Analise estatistica entre colunas do mesmo DPI.*, p<0.05; ns,
nao significativo. VV: vacina viva; BA: bacterina.
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5.2. Mensuracao de anticorpos no soro

Os anticorpos anti-SE, IgM e IgG estavam em niveis mais elevados nos
grupos D e E, no minimo em trés momentos da analise. Nestes grupos, 0s niveis de
IgM aumentaram apés o desafio, at¢ 6 DPI. Aos 9 DPI, os niveis desta
imunoglobulina diminuiram, mas no grupo E ainda eram significativamente diferentes
(p <0,05). Nos grupos A, B e C, os niveis de IgM foram baixos em todas as
amostragens, demonstrando tendéncia para aumentar aos 9 DPI, em aves
vacinadas nos grupos C e em aves nédo vacinadas no grupo A (Figura 4). Os niveis
de IgG (Figura 4) estavam significativamente mais altos em aves que receberam
uma dose da vacina inativada (grupos D e E), mesmo antes do desafio, se mantendo
elevados em todos os momentos. Aves que receberam apenas a vacina viva, nos
grupos B e C e aves ndo vacinadas do grupo A demonstraram niveis mais baixos de
IgG, com tendéncia de aumento aos 6 DPI, permanecendo significativamente mais

baixos que nos grupos D e E (p<0,05).

5.3. Niveis de IgA secretada no limen intestinal

Os niveis de IgA, demonstrados na Figura 4, foram semelhantes em todos os
grupos ao 1° DAI. Apo6s o desafio, os grupos D e E, mostraram um aumento
significativo nos niveis de IgA até 6 DPI (p<0,05). Aos 9 DPI, os niveis de IgA
estavam diminuidos, porém no grupo E ainda era significativamente maior que os
outros grupos (p<0,05). As aves que receberam apenas vacina viva, nos grupos B e
C, demonstraram niveis crescentes de IgA apos o desafio até 9DPI. Nas aves nao
vacinadas (grupo A) foi notado apenas um nivel basal de IgA, com um pequeno

aumento aos 6 DPI.
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Figura 4. Niveis de IgG e IgM no soro e de IgA no limen intestinal em aves néo
vacinadas (grupo A) e vacinadas (grupos B, C, D e E) antes (1DAI) e ap6s
o desafio (1DPI, 6DPI e 9 DPI). Os dados representam a média dos
valores AP + DP de 5 aves por grupo. *, p<0.05; ns, nao significativo. VV:
vacina viva; BA: bacterina.

5.4. Quantificacdo de citocinas produzidas no bago e tonsila cecal
5.4.1. Extracdo de RNA total

As amostras de RNA total com leituras da razdo 260/280nm maiores que 2, e
da razdo 260/230nm maior que 1,8 foram avaliadas por eletroforese em gel de

agarose. Cada amostra de RNA foi submetida a eletroforese em gel de agarose com
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tamp&do MOPS 10X. As amostras de boa qualidade devem apresentar duas bandas
de RNA ribossdémico (rRNA) visiveis. A banda mais pesada 28S tem o dobro de
espessura da banda 18S. A razéo de 2:1 (28S:18S) sobre a espessura das bandas

visiveis no gel, foi utilizada para avaliar da integridade do RNA extraido.

Figura 5. Gel de agarose demonstrando a qualidade da extracdo do RNA total com
presenca das bandas 28S e 18S na proporcao 2:1. VV: vacina viva; BA:
bacterina.

5.4.2. Quantificacdo da expressao de mRNA transcriptores de citocinas

Os niveis de transcricdo das citocinas foram avaliados antes e apds o desafio
das aves. A quantificacdo de IL-12 no bago e nas amostras de tonsilas cecais
(Figura 6) mostraram que todos o0s grupos vacinados tinham niveis
significativamente maiores desta citocina antes do desafio, quando comparados ao
grupo ndo vacinado (p<0,05). Apos o desafio, a producdo desta citocina foi
significativamente diminuida em amostras de tonsilas cecais e 0s niveis ndo foram
diferentes entre os grupos vacinados e o grupo nao vacinado (p>0,05). Os niveis de
IFN-y se mostraram significativamente aumentados nos grupos vacinados em
comparagcao com o grupo nao vacinado, no baco e tonsila cecal (Figura 7), antes do
desafio. Em amostras de tonsila cecal, a producdo de IFN-y se mostrou
significativamente aumentada nos grupos C e E, do 1° DAI até o 6° DPI no grupo E,
em comparacado com os outros grupos (p<0,05). A citocina IL-10 teve a expressao
aumentada em amostras de baco em todos os grupos vacinados em comparagao
com o grupo que foi apenas desafiado (grupo A) em 1 DAI (p<0,05). Apos o desafio,
no 1 DPI, a expressdo desta citocina no bago diminuiu significativamente em todos
0S grupos, exceto no grupo D. Nas tonsilas cecais, o0s niveis de IL-10 foram maiores

nos grupos C e E antes do desafio, com um pico aos 6 DPI no grupo E (Figura 8).
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Na Figura 9, pode-se notar que a citocina antiproliferativa e anti-inflamatoria
TGF-B foi menos expressa apdés o desafio, ocorrendo um leve aumento na
expressao dessa citocina aos 9 DPI em amostras de bago no grupo B. Em amostras
de tonsila cecal do grupo C, que recebeu duas doses de vacina viva inativada
(VV+VV), a expressdo dessa citocina estava aumentada em todos os momentos
avaliados.

Os resultados da expressdo de TNFSF15 em baco e tonsila cecal das aves,
encontram-se na Figura 10. Novamente pode ser notado uma diminuicdo na
expressdo dessa citocina em ambos 6rgdos avaliados, apds o desafio. No entanto,
no grupo C e no grupo E, ocorreu um aumento na producao dessa citocina no baco

das aves, antes do desafio.
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Figura 6. Quantificacdo relativa da expressao de IL-12 em amostras de baco e de
tonsila cecal de aves nédo vacinadas (grupo A) e aves vacinadas (grupos
B, C, D e E), antes (1 DAI) e apos o desafio (1 DPI, 6 DPI e 9 DPI). Dados
representam a média + DP de 5 aves por grupo. * p<0.05; ns, nao
significativo. VV: vacina viva; BA: bacterina.
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Figura 7. Quantificagcéo relativa da expressao de IFN-y em amostras de baco e de
tonsila cecal de aves ndo vacinadas (grupo A) e aves vacinadas (grupos
B, C, D e E), antes (1 DAI) e apos o desafio (1 DPI, 6 DPI, 9 DPI). Dados
representam a média + DP de 5 aves por grupo. * p<0.05; ns, ndo
significativo. VV: vacina viva; BA: bacterina.
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tonsila cecal de aves ndo vacinadas (grupo A) e aves vacinadas (grupos
B, C, D e E), antes (1 DAI) e apos o desafio (1 DPI, 6 DPI, 9 DPI). Dados
representam a média + DP de 5 aves por grupo. * p<0.05; ns, ndo
significativo. VV: vacina viva; BA: bacterina.



39

807/ TNFSF15 BACO
< : x
23 |
o X
zg E
S 3
o
x
L
301
s 25 |TNFSF15 TONSILA CECAL
-% - ndo vacinado (A)
® S 2] WV (B)
18 DE: 15_ i VV+VV(C)
2o umnmuﬂ]]uﬂm BA (D)
L T 10 1 VWV + BA (E)
x
b 59
0

Figura 10. Quantificacao relativa da expressao de TNFSF15 em amostras de baco e
tonsila cecal de aves ndo vacinadas (grupo A) e aves vacinadas (grupos
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5.5. Avaliacéo do fluxo de linfécitos T CD8"

O recrutamento de linfocitos T CD8" foi analisado pelo método de imuno-
histoquimica em amostras de figado e de tonsila cecal. As porcentagens de areas
marcadas estdo na Figura 13. Antes do desafio, todos os grupos tinham baixa
quantidade de linfocitos T CD8" nas amostras de tonsilas cecais. Ao 1 DPI, o fluxo
de linfécitos T CD8" aumentou em todos os grupos, incluindo o grupo A (ndo
vacinado). Aos 6 DPI, a populacéo de células CD8" estava significativamente maior
no grupo A e no grupo C (p<0,05). Aos 9 DPI, os grupos B e C demonstraram a
maior quantidade de linfocitos T CD8" (p<0,05), detectados nas amostras de tonsilas
cecais. Enquanto nos grupos vacinados D e E os niveis de linfécitos T CD8" eram
significativamente mais baixos, semelhantes ao grupo A. Linfécitos T CD8" estavam
presentes ao 1 DAI, em amostras de figado, embora, apenas nos grupos B, C e E,
os niveis foram significativamente diferentes do grupo controle (A). Apés o desafio, o
fluxo de linfocitos T CD8" no figado aumentou em todos os grupos. De 1 DPl a 9
DPI, o grupo A demonstrou constantemente a maior quantidade de areas marcadas
no figado, enquanto os valores do grupo D foram constantes e ndo tiveram aumento
significativo durante este periodo. Aos 6 DPI, a quantidade de células T CD8" n&o foi
diferente entre os grupos vacinados (p>0,05). Entretanto, aos 9 DPI, os grupos B e C
tinham nameros significativamente maiores de linfécitos T CD8" no figado do que os

grupos D e E.
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Figura 13. Quantificagéo de linfécitos T CD8" marcados por imuno-histoquimica em
cortes de figado e tonsila cecal de aves ndo vacinadas (grupo A) e aves
vacinadas (grupos B, C, D e E), antes (1 DAI) e apés o desafio (1,6 e 9
DPI). Colunas representam a média da porcentagem de areas marcadas
+ DP de 5 aves por grupo. *, p<0.05; ns, ndo significativo. VV: vacina
viva; BA: bacterina.
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CD8" no figado de ave ndo vacinada

CD8" no figado de ave vacinada

CD8" na tonsila cecal de ave ndo vacinada

CD8" na tonsila cecal de ave vacinada

Figura 14. Deteccdo do infiltrado de linfécitos T CD8" em amostras de figado e
tonsila cecal de aves nao vacinadas (Grupo A) e aves vacinadas pelo
método de Imuno-histoquimica. Fotos em aumento 40X.

5.6. Avaliacdo do fluxo de linfécitos T CD4"

O infiltrado por linfocitos T CD4" avaliados por imuno-histoquimica em

amostras de figado e de tonsila cecal estdo nas figuras 15 e 16. A quantificacdo do

infiltrado e as porcentagens de areas marcadas estdo na Figura 15. Apés o desafio

por via oral, ocorreu um aumento no fluxo de linfécitos T CD4" para a mucosa
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intestinal do ceco em todos os grupos, demonstrado nas amostras colhidas no 1
DPI, 6 DPI e 9 DPI.Em amostras de figado, se nota a maior quantidade de linfocitos
T CD4" no 6 DPI nas aves do grupo E, que receberam vacinagdo heterogénea.
Neste mesmo periodo, a maior quantidade de linfécitos T CD4+ em amostras de
tonsila cecal foram notadas nas aves do grupo C, que receberam duas doses da
vacina viva. No 9 DPI, a quantidade de linfocitos T CD4" em amostras de tonsila
cecal, foi maior nos grupos nao vacinado (A) e no grupo que recebeu apenas a

vacina viva (grupo B).
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Figura 15. Quantificacdo de linfécitos T CD4" marcados por imuno-histoquimica em
cortes de figado e tonsila cecal de aves ndo vacinadas (grupo A) e aves
vacinadas (grupos B, C, D e E), antes (1 DAI) e apés o desafio (1, 6 e 9
DPI). Colunas representam a média da porcentagem de areas marcadas
+ DP de 5 aves por grupo. *, p<0.05; ns, ndo significativo. VV: vacina
viva; BA: bacterina.
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Figura 16. Deteccdo do infiltrado de linfécitos T CD4" em amostras de figado e
tonsila cecal de aves nao vacinadas (Grupo A) e aves vacinadas pelo
método de Imuno-histoquimica. Fotos em aumento 20X.
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6. DISCUSSAO

As vacinas contra Salmonella spp. tem sido amplamente utilizadas em varios
paises com producao avicola industrial. Estudos sobre a influéncia de vacinas vivas
e inativadas na resposta imune de galinhas comerciais Sdo necessarios para
esclarecer os mecanismos envolvidos mais importantes. O atual estudo comparou a
resposta imune em galinhas submetidas a diferentes programas vacinais, aplicaveis
a campo e as alteracdes desta resposta apés o desafio das aves por SE.

Considerando estirpes vacinais de Salmonella spp. capazes de invadir e
infectar o hospedeiro sem causar doenca, 0S mecanismos imunes que
desencadeiam apos a inoculagao oral, seriam similares a resposta contra a infec¢ao
pela estirpe patogénica. A estirpe atenuada de SG (SGAcobSAcbiA) utilizada neste
estudo é capaz de invadir o organismo hospedeiro pelo intestino e de colonizar os
orgaos internos de forma semelhante a estirpe selvagem (PENHA FILHO et al.,
2010). Dessa forma, a vacinacdo com SGAcobSAcbiA estimulou uma resposta
imune eficaz e foi capaz de reduzir a presenca da estirpe desafio nas aves
vacinadas (Figura 3). No entanto, as discussdes sobre o uso de vacinas para o
controle de Salmonella spp. sempre foram controversas. Enquanto vacinas vivas sao
guestionadas sobre reversdo da viruléncia, as vacinas inativadas sao
frequentemente descritas como fracas estimuladoras da imunidade mediada por
células. No entanto, em experimentos realizados a campo, o controle da infec¢ao por
Salmonella spp. em lotes de aves comerciais pode ser atribuido a utilizacdo de
vacinas inativadas junto com outras medidas de seguranca (DAVISON et al., 1999;
BERGHAUS et al., 2011). Como pode ser visto neste estudo e em experimentos
anteriores, as bacterinas séo fortes estimuladoras da imunidade humoral, no entanto
as evidéncias mostram que os anticorpos sao ineficazes para controlar a infeccao
por Salmonella spp. sem o auxilio da resposta imune celular (BABU et al., 2004;
BEAL et al., 2006; CHAPPELL et al., 2009).

NOs grupos em que as aves receberam apenas a vacina viva (grupos B e C),
o fluxo de linfocitos T CD8" para as tonsilas cecais foi significativamente estimulado
apos o desafio com a estirpe patogénica de SE. A combinagéo da vacina viva com a

bacterina comercial (grupo E) apresentou comportamento diferente. Os niveis de
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linfocitos T CD8" que migraram para a tonsila cecal foram mais baixos, com um perfil
similar ao visto no grupo D, em que as aves foram vacinadas apenas com a vacina
inativada.

A avaliacdo da expressdo de citocinas apds a vacinacdo das aves com
diferentes combinacdes de vacinas antes do desafio, revelou que a utilizacdo da
vacina inativada (Grupo D), também estimulou a produgcdo de IFN-y no baco, nos
mesmos niveis que os grupos C (VV+VV) e E (VV+BA), que receberam duas doses
de vacinas. De fato, a producdo de IFN-y, reconhecido por ser eficaz contra a
infeccdo e a invasao bacteriana, também pode ser estimulada por células mortas de
bactérias, flagelina purificada, lipopolissacarideo (LPS), ou mesmo RNA bacteriano
(OKAMURA et al., 2004; AYRES & VANCE, 2012). No entanto, o local onde ocorre a
producdo das citocinas € um elemento essencial para o desenvolvimento de uma
resposta imune eficaz. As infeccBes paratificas por SE, na maioria dos casos, sdo
restritas ao trato intestinal e o controle da invasdo bacteriana deve ocorrer
principalmente no intestino e no tecido linféide associado ao intestino (TLAI), como
as tonsilas cecais. Considerando este fato, a maior producdo de IFN-y na tonsila
cecal foi observada nos grupos C e E (Figura 7). Embora apés o desafio a expressao
de IFN-y tenha diminuido em todos o0s grupos, pode-se notar um novo pico desta
citocina no grupo E com 6 DPI. Isto poderia estar associado com a eficacia deste
grupo para controlar a primeira fase da infec¢céo por SE, a colonizacdo e a invasao.
Como mostrado na Figura 3, o controle da estirpe desafio no contetdo cecal foi
claramente mais rapido nos grupos C e E do que no grupo A (ndo vacinado) e no
grupo D (bacterina).

A associacdo do controle da infeccdo intestinal de SE com a producédo de
IFN-y foi sugerida por BAO et al. (2000). Outros estudos descrevem um aumento na
producédo de IFN-y ap0s a infec¢do priméria, com a funcdo de estimular a imunidade
inata (BEAL et al., 2004; WITHANAGE et al., 2005). Contudo, apés a reinfec¢do ou
no caso do presente estudo, no desafio apds a vacinagdo, 0s mecanismos da
imunidade adquirida sdo ativados, observando-se claramente em aves vacinadas
uma diminuicdo da expressao de IFN-y na tonsila cecal, enquanto que 0 grupo nao
vacinado (Grupo A) verificou-se um aumento nos niveis desta citocina apds o

desafio, que atingiu niveis semelhantes as aves vacinadas e desafiadas ao 1 DPI.
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Antes do desafio, todas as aves vacinadas e ndo vacinadas tinham niveis
baixos de linfécitos T CD8" em amostras de figado e de tonsila cecal. A primeira
andlise (1 DAI) foi realizada 19 dias ap0s a ultima vacinacdo. Dessa forma, pode-se
sugerir que este periodo foi suficiente para que os niveis de linfécitos T CD8" nas
aves vacinadas retornassem a niveis basais como demonstrado antes por
CARVAJAL et al. (2008). Apds o desafio, os resultados a respeito da deteccédo de
linfocitos T CD8" nas aves do grupo C demonstraram um padrdo diferente dos
outros grupos. A quantidade de linfocitos T CD8" aumentou constantemente (Figura
13), 0 que sugere a ocorréncia da expansao clonal de linfécitos T CD8" de memdria
em aves vacinadas duas vezes com a vacina viva. As aves nao vacinadas do grupo
A, por sua vez, demonstraram um rapido fluxo de linfécitos T CD8" citotoxicos
(CTLs) no figado apds o desafio, possivelmente devido a maior quantidade de SE
invasiva neste 6rgdo, como pode ser detectado no bago (Figura 3). Além disso, a
populacdo de linfocitos T CD8" nas aves vacinadas apenas com a vacina viva
(grupos B e C), persistiu em numeros elevados por periodos mais longos do que a
observada nas aves dos outros grupos. Na Figura 13, pode ser observado que em
amostras de tonsila cecal, o nimero de linfocitos T CD8" era maior na tonsila cecal
de aves dos grupos B e C enquanto que nos outros grupos havia diminuido no
tltimo momento da avaliacéo (9 DPI).

IL-12 é importante para estimular a produgédo de IFN-y e recrutar linfocitos T
CD8" virgens. Esta citocina imunorregulatéria estimula uma resposta imune efetiva,
por induzir o aumento da populacdo de CTLs e consequentemente, 0
desenvolvimento de linfocitos T de memoria. O atual estudo detectou uma elevada
expressao de IL-12 em todos os grupos vacinados. A producéo de IL-12 na tonsila
cecal aumentou consideravelmente nos grupos vacinados, em comparacdo com
aves nao tratadas ao 1 DAI (Figura 6). Considerando a forte resposta imune por
linfécitos T CD8" no grupo A, no inicio da infec¢éo (1 DPI), a baixa producéo da IL-
12 nas aves deste grupo pode causar tolerancia do sistema imune a infeccéo,
devido sua importancia para desenvolver células de memoria e para a ativacao de
macrofagos (MESCHER et al., 2006). A funcdo de IL-12 ainda é pouco conhecida

em aves e por isso estes resultados contribuem para a melhor compreensédo do
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papel desta citocina na resposta imune inata (aves ndo vacinadas) e resposta imune
adquirida (aves vacinadas).

Aos 9 DPI, os grupos que receberam uma dose de vacina inativada, D e E,
demonstraram as menores quantidades de linfocitos T CD8*. Simultaneamente os
niveis de IL-10 eram constantemente maiores nestes dois grupos, sugerindo o
desenvolvimento de um perfil de resposta por linfécitos Ta2. A vacina viva, por sua
vez parece estimular o desenvolvimento da IMC de uma maneira controlada. Nos
grupos B e C, o fluxo de linfocitos T CD8" aumentou de forma contraria ao nimero
de SE nas galinhas infectadas. Assim, aos 6 e 9 DPI a carga bacteriana foi reduzida
em todos os grupos gque receberam pelo menos uma dose da vacina viva (Grupos B,
C e E), enquanto que os niveis elevados de imunoglobulinas observados nas aves
vacinadas apenas com a vacina inativada (grupo D) ndo foram associados a
diminuicao significativa da carga SE no intestino.

A combinacao de vacinas vivas e inativadas pode gerar uma resposta imune
mais completa, ja que as vacinas baseadas em estirpes vivas atenuadas de SG sao
invasivas e capazes estimular a IMC, ao passo que as vacinas mortas contém
proteinas altamente imunogénicas, como a flagelina, que estimulam a producéo de
altos titulos de anticorpos circulantes no soro e até mesmo na mucosa (Figura 4).
Considerando a eficacia no controle de SE utilizada no desafio das aves, a carga
bacteriana foi significativamente reduzida nos grupos C e E. Embora o uso da vacina
viva tenha demonstrado melhor eficacia para estimular o fluxo de linfocitos T CD8",
no grupo E se observou uma menor quantidade de CTLs. Essa caracteristica pode
ser atribuida ao uso de uma dose da vacina inativada em combinagdo com a vacina
viva, causando uma diminuicdo da resposta imune celular e aumento da resposta
humoral neste grupo. O programa vacinal misto, utilizado nas aves do grupo E
demonstrou boa eficacia para controlar SE, o que pode estar associado a secre¢cao
de IgA no lumen intestinal destas aves (Figura 4). Os linfécitos B e as diferentes
classes de imunoglobulinas podem ser importantes para o controle de Salmonella
(MITTRUCKER et al., 2000), embora n&o seja bem compreendido, os linfocitos B
podem apresentar antigenos e estimular a resposta imune por CTLs (DE WIT et al.,
2010).
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Uma forte resposta imune humoral foi notada nas aves que receberam a
vacina inativada (Figura 4). Porém, foi observado o melhor controle da infeccdo por
SE em aves que receberam a vacina viva (grupos B, C e E). Estes resultados
sugerem que altos niveis de 1gG e IgM circulantes no soro ndo sédo capazes de
controlar a infeccdo intestinal e dos o6rgdos internos por SE. Esta bactéria é
intracelular facultativa e quando consegue invadir as células do hospedeiro fica
inacessivel para as imunoglobulinas. Em casos de infec¢des sistémicas por estirpes
invasivas, estas bactérias migram para os Orgdos dentro de fagdcitos e neste
ambiente sdo capazes de se multiplicar sem estimular o reconhecimento bacteriano
e a ativacao destas células.

A eficacia de programas vacinais contra Salmonella spp utilizados a campo
sdo avaliados principalmente com base nos niveis de IgG no soro. De acordo com
os dados da resposta imune humoral das aves vacinadas com a bacterina comercial
(Figura 4) esta classe de imunoglobulina € pouco efetiva contra SE e pode néo ser
suficiente para determinar a eficacia protetora da vacinacdo. Este estudo sugere
portanto que a avaliacdo de parametros como niveis de IgA secretdria no lumen
intestinal ou producéo de linfécitos T CD8" s&o capazes de fornecer informacées
mais relevantes para avaliar a eficacia de um programa vacinal utilizado a campo.

Os niveis elevados de IL-10 em amostras de baco séo indicativos de uma
importante fungcdo em aves vacinadas, jA que as células do baco continuaram
expressando esta citocina por um longo periodo apds a vacinacdo. Apos o desafio
0s niveis desta citocina diminuiram subitamente nas aves que receberam a vacina
viva, enquanto no grupo D, que recebeu apenas a vacina inativada, a expressao de
IL-10 foi aumentada. Este dado sugere que esta citocina tenha participacdo na
formacdo da resposta imune do perfil Ta2, estimulando a grande producdo de
anticorpos observados neste grupo. No entanto, as aves vacinadas com a vacina
viva e as aves ndo vacinadas apresentaram niveis baixos desta citocina no bacgo
apos o desafio.

O acumulo de leucécitos nos locais de inflamacgéo € induzido pela secrecao
local de citocinas quimiotaticas, também conhecidas como quimiocinas, produzidas
por uma variedade de células estimuladas. A quimiocina chamada CCL4

(Quimiocina C-C Ligante 4), € uma molécula ortéloga a proteina inflamatoria dos
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macrofagos (MIP-18) em mamiferos, no entanto, esta Ultima ndo esta presente em
aves. A funcdo natural de CCL4 em aves se baseia principalmente na atracdo de
leucocitos efetores, como linfocitos T CD4" e também CTLs, células natural killer e
monacitos fagociticos (ex. macrofagos) ao local infectado (TAUB et al., 1993). Esta
guimiocina de importante funcéo biologica teve altos niveis de expresséo no baco de
aves vacinadas, antes da infecgdo. ApOs a infeccdo, estes niveis estavam
significativamente reduzidos neste 6rgao (p<0,05). Estes dados podem refletir a
necessidade de migracao de leucécitos do bacgo para outros locais, apés a infeccéo.
Devido ao foco da infeccdo por SE ser o tecido gastrointestinal, linfocitos e
mondcitos, antes reservados no bago (esplendcitos), migram para o local de
infeccdo, diminuindo assim a producéo local de CCL4 neste 6rgdo. No grupo A, em
gue as aves nado foram vacinadas, a expressdo de CCL4 estava significativamente
aumentada (p<0,05) no 9 DPI tanto em amostras de baco quanto na tonsila cecal em
relacdo aos grupos em que as aves foram vacinadas. Este dado pode revelar um
importante papel desta quimiocina na resposta imune inata contra SE, contudo, em
aves previamente imunizadas, apés o desafio esta quimiocina teve alteracdo na sua
expressdo. Considerando a funcdo de atrair leucdcitos para os locais infectados, os
resultados apresentados na Figura 11 sugerem que CCL4 tem uma participacéo
secundaria em aves vacinadas, onde 0os mecanismos da resposta imune adquirida
tem maior relevancia e a atracdo de leucocitos ocorre de forma mais especifica,
como pela apresentacdo de antigenos por células apresentadoras de antigenos
profissionais, conhecidas como células dendriticas.

De fato, a atracdo dos linfocitos T CD8" e linfécitos T CD4" (Figura 13 e
Figura 15) ocorreu de forma mais lenta, principalmente na tonsila cecal, se
comparado as aves dos grupos vacinados. Este dado reforca a teoria de que o fluxo
de linfécitos durante a resposta imune adquirida ocorre de forma controlada e
independente de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias. No entanto, estas células
sdo capazes de reconhecer 0os antigenos especificos apresentados e se multiplicar
para combater a infeccdo, permanecendo por um periodo maior até a completa
eliminacdo do agente patogénico do local infectado.

Além de CCL4 outras citocinas pro-inflamatérias tiveram a expressao

reduzida no baco apés o desafio. Como pode ser notado nas figuras 9, 10 e 12, a
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expressao de TGF-B, TNFSF15 e IL-6, respectivamente, sofreram uma reducdo em
todos os grupos vacinados na maior parte dos momentos, apos o desafio. Contudo a
expressao de citocinas pro-inflamatorias se demonstrou ligeiramente aumentada nas
aves que receberam duas doses de vacina viva, em amostras de tonsila cecal. A
resposta imune gerada apos a infec¢ao primaria por SE, depende em grande parte
da atracdo de heterdfilos e macrofagos para o local da infeccdo, este fluxo de
células do sistema imune inato, € resultado principalmente da reacdo inflamatoria
aguda, estimulada em consequéncia da secrecdo de citocinas pro-inflamatérias.
Contudo, neste trabalho foi avaliada a transi¢cdo entre a resposta inata até momentos
mais avancados da infeccdo, onde a resposta adquirida se sobrepO6s nas aves
vacinadas. A baixa producdo de citocinas pré-inflamatérias nas aves vacinadas
pode sugerir a maior relevancia da resposta imune adquirida para combater a
infeccdo apods o desafio de aves vacinadas. No entanto, no grupo A, as aves nao
vacinadas demonstraram quantidades aumentadas de IL-6 aos 6 DPI (Figura 12) em
tonsila cecal e grande expressdo de TGF-f aos 9 DPI (Figura 9) em amostras de
baco, sugerindo uma maior participagao destas citocinas durante a infeccdo em aves
nao imunes.

Na Figura 15 pode ser notada uma maior quantidade de linfécitos T CD4"
para o figado de aves vacinadas ap0s o desafio, no entanto em aves ndo vacinadas,
foi detectado um grande fluxo de linfocitos T CD4" ao 1 DPI em amostras de tonsila
cecal, enquanto que nas aves que receberam apenas a vacina viva este pico
apareceu aos 6 DPI e 9 DPI, nos grupo C e B respectivamente. O rapido fluxo de
linfocitos T CD4" e linfécitos T CD8", logo apds o desafio das aves nio-vacinadas
sugere que 0os mecanismos de imunidade inata, como as citocinas TGF-B e CCL4,
também sdo capazes de ativar e recrutar linfocitos para os locais infectados em
grande quantidade. No entanto, a vacina tem um importante papel de alterar a
capacidade de reconhecimento de antigenos e dessa forma gerar linfécitos de
memoria que podem se multiplicar apds o reconhecimento de um Unico antigeno. A
maior quantidade de linfécitos T CD4" em amostras de figado no grupo E e em
amostras de tonsila cecal no grupo C (Figura 15), no 6 DPI sugerem uma importante
participagdo destas células no controle de Salmonella Enteritidis, considerando que
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estes grupos demonstraram a melhor eficacia contra o desafio neste momento
avaliado (Figura 3).

A importancia dos macréfagos para o controle de SE é bastante conhecida.
OKAMURA et al. (2005) relatou que a ativacdo destas células por IFN-y é
responsavel pelo controle da infeccdo. No entanto os resultados obtidos através da
andlise imuno-histoquimica de linfocitos T CD4" sugerem grande participacéo
dessas células no controle da infecgcdo em aves imunes. CARVAJAL et al. (2008)
também demonstrou um fluxo maior de linfocitos T CD4" para a tonsila cecal de aves
vacinadas, apos o desafio por SE. Este fato pode ser favoravel ao controle da
infeccéo, pois os linfocitos T CD4" efetores, além de secretar citocinas importantes
para o desenvolvimento da resposta imune adquirida local, sdo capazes também de
reconhecer antigenos apresentados por células apresentadoras de antigenos (ex.
macrofagos e células dendriticas) em moléculas do complexo de
histocompatibilidade de classe Il (MHC Il), e dessa forma ativam os fagdcitos,
principalmente os macrofagos, aumentando a capacidade fagocitica destas células,
as quais sao entdo capazes de eliminar as bactérias fagocitadas. Assim pode-se
admitir uma relagdo positiva entre o aumento do fluxo de linfécitos T CD4" para o
local infectado e o controle da infeccédo, principalmente se estes linfocitos forem
capazes de reconhecer rapidamente os antigenos de Salmonella spp. apresentados,
em aves previamente vacinadas.

Em infeccbes intracelulares macrofagos podem ser ativados por citocinas
secretadas por linfocitos T auxiliares CD4", como IFN-y, a principal citocina do tipo
Tal ativadora de macrofagos (MA et al., 2003). No entanto, em casos de infeccao
extracelular, como pode ocorrer durante a infeccdo intestinal por SE, os macréfagos
sofrem ativacdo alternativa por citocinas do tipo Ta2 e exibem propriedades anti-
inflamatoérias e de reparagdo de tecido (BELARDELLI, 1995; GORDON, 2003;
MARTINEZ et al., 2009). IL-10 tem sido descrita como uma citocina tipo Ta2 que
atua na inativacdo de macrofagos. Dessa forma IL-10 suprime a secrecdo de
citocinas pro-inflamatodrias e inibe a expressao de moléculas MHC de classe Il e de
moléculas co-estimulatérias (O'GARRA & VIEIRA, 2007). Contudo, evidéncias
sugerem que IL-10 possui funcdo imunorregulatoria, realizando regulacdo negativa
de ambas as respostas Tal e Ta2 (COUPER et al., 2008). O controle da atividade
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dos macrofagos por citocinas Tal e Ta2 é de extrema importancia para manter o
equilibrio da imunidade e para adequar a imunidade mediada por Tal, evitando a
inflamacé&o excessiva prejudicial.

De forma geral, este estudo demonstrou a importancia da vacinacédo para o
controle eficaz de infeccbes de SE em aves comerciais. A avaliagdo da resposta
imune e da protecdo geradas por diferentes programas vacinais, utilizando vacinas
vivas e vacinas inativadas, permitiu clarificar o funcionamento dessas vacinas e as
mudancas que ocorrem apos o desafio por SE. Além do controle da infeccdo em
galinhas a eficacia de cada programa vacinal foi correlacionada com os elementos
da resposta imune humoral (IgM, IgG e IgA), resposta imune celular (linfécitos T
CD8" e T CD4") e algumas citocinas importantes para o desenvolvimento de
imunidade. Foi demonstrado que a utilizacdo de vacinas inativadas, por si s6 nao é
indicada para controlar nimeros elevados de SE, apesar da forte resposta imune
humoral produzida. Vacinas inativadas mostraram uma menor capacidade de
estimular a resposta por linfocitos T CD8" em comparacio com a vacina viva. No
entanto, a combinagdo da vacina viva e da bacterina no mesmo programa vacinal e
0 programa vacinal com duas doses da vacina viva, estimularam uma forte
imunidade protetora contra SE, marcado pela rapida diminuicdo da carga bacteriana

apos o desafio.
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7. CONCLUSOES

Dentro das condi¢gOes experimentais adotadas no presente trabalho conlcuiu-

se que:

- A estirpe SGAcobSAchbiA, atenuada para aves, foi capaz de diminuir a
infeccdo intestinal e sistémica por Salmonella Enteritidis (SE), sendo caracterizada
como uma estirpe vacinal capaz de gerar protecdo cruzada parcial contra o sorovar
SE.

- A vacina viva estimulou a resposta imune celular por linfocitos T CD4" e

CD8" de forma controlada e persistente apos o desafio.

- A vacina inativada estimulou uma forte resposta imune humoral, mantendo

os altos niveis de anticorpos durante todo o periodo avaliado.

- A melhor eficacia para proteger contra a infec¢do por SE foi vista nas aves

gue receberam ao menos uma dose da vacina viva.

- A imunomodulacdo mediada pelas citocinas IL-12, IL-10 e IFN-y interferem
no perfil da resposta imune apés a vacinacdo, no entanto apds o desafio, estas
citocinas tem a expresséo inibida e os mecanismos efetores das respostas imunes,
como as imunoglobulinas e os linfécitos T sdo estimulados pelos antigenos

bacterianos.

- As citocinas proé-inflamatérias TNFSF15 e IL-6 auxiliaram na controle da

infecgdo em aves que receberam a VV

- A reducdo de SE no conteldo intestinal ocorre de forma mais rapida em

aves previamente imunizadas e esta associada a resposta imune adquirida.
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- Linfécitos T CD8" citotdxicos estimulados apds infecgdo primaria por SE
(aves ndo vacinadas) ndo persistem e s&o incapazes de reduzir a infecgao
significativamente se comparados aos grupos previamente imunizados com a vacina

viva.

- A forte resposta imune por IgA secretéria no limen intestinal associada a
uma resposta por Linfécitos T CD4" e T CD8" pode estar associada a boa eficacia

do programa vacinal misto (VV+BA) no controle da estirpe desafio.

- Este estudo sugere que a avaliagdo de parametros como niveis de IgA
secretdria no limen intestinal ou producdo de linfécitos T CD8" sdo capazes de
fornecer informacgBes mais relevantes para avaliar a eficacia de um programa vacinal
utilizado a campo, sendo estes elementos mais indicados que o monitoramento de

IgG anti-Samonella no sangue.

- A eficacia da resposta imune celular depende de LOCALIZACAO e da
ESPECIFICIDADE antigénica dos linfécitos T CD4" e CD8".

- Mensurar 0 aumento nos niveis das citocinas IL-12 e IFN-y na tonsila cecal

séo bons indicadores de qualidade da vacinacéo.

- Vacinas inativadas podem ser utilizadas como “booster” (segunda dose)

para reforcar reposta induzida inicialmente por vacina viva (primeira dose).
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