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EFEITO DA DELEGAO DO GENE mgtC SOBRE A PATOGENICIDADE DE
Salmonella GALLINARUM EM AVES SUSCEPTIVEIS

RESUMO - Salmonella Gallinarum (SG) causa o tifo aviario, doenga infecciosa
de curso clinico agudo que acomete galinaceos de qualquer idade e que resulta em
elevada taxa de mortalidade. Durante a infec¢do sistémica do quadro tifoide causado
por Salmonella Typhimurium (STM) em camundongos, a bactéria expressa o gene
mgtC, presente na llha de Patogenicidade de Salmonella — 3 (SPI-3). Sua fungao esta
aparentemente ligada a multiplicagao bacteriana no interior de macrofagos e sua
inativagdo atenua o patogeno. Dessa forma, hipotetizou-se que sua delegdo do
genoma de SG alteraria a patogenicidade do microrganismo em aves comerciais
susceptiveis visto que a infecgao sistémica cumpre papel crucial para o patogeno.
Assim, o presente estudo objetivou elucidar a importancia do gene mgtC para a
patogenicidade de SG. Para isso, foi construida uma estirpe mutante de Salmonella
Gallinarum defectiva para o gene mgtC (SG AmgtC). Posteriormente, foi avaliada sua
capacidade de multiplicagcdo em meio de cultivo que mimetiza o ambiente intracelular
dos macrofagos e também nesses tipos de células imunes. Além disso, foi conduzida
a infecgdo com SG AmgtC e pela estirpe selvagem de aves susceptiveis para
comparar a patogenicidade, infecgao sistémica e a resposta imune induzidas por meio
da mensuracdo de mRNA das citocinas IFN-y e LITAF por RT-gPCR e pela
quantificacdo da populacdo de macrofagos e linfécitos T CD4* e CD8* por
imunohistoquimica. Foi observado que mgtC foi necessario na multiplicacdo de
Salmonella Gallinarum em meio acidificado com baixa concentragdo de Mg?* e em
macréfagos. Porém, s6 houve menor contagem bacteriana na fase tardia da infecgéo,
sem afetar a citotoxicidade. Experimentos in vivo demonstraram que a dele¢ao de
mgtC néo alterou a capacidade de invasao bacteriana e nem a contagem microbiana
em figado e bago e a mortalidade total das aves. Entretanto, ao realizar a curva de
sobrevivéncia e analisar a evolugdo do quadro clinico-patolégico notou-se uma
progressao mais lenta da doenga em aves infectadas com SG AmgtC em comparagao
com aquelas desafiadas com a estirpe selvagem. Além disso, foi necessario 1,36
Log1o de UFC/mL a mais de bactérias mutantes para causar 50 % de mortalidade em
comparagao com a estirpe selvagem. Ademais, a expressdo de mRNA de IFN-y e
LITAF foi semelhante entre grupos infectados, mas maior em relagcdo aos néao-
infectados. O mesmo foi observado nas populagdes de macrofagos e linfocitos T
CD4*. Por outro lado, a presencga de linfécitos T CD8" foi maior na fase inical da
doenga provocado pela estirpe selvagem. O papel de mgtC no tifo aviario difere para
infecgdes tifoides em mamiferos, visto que sua delecao atenuou outros sorovares.
Assim, a delecdo do gene mgtC do genoma de Salmonella Gallinarum ndo afeta a
patogenicidade, mas altera levemente a patogénese.

Palavras-chave: Infeccdo sistémica, Macréfagos, Patogénese, Tifo aviario,
Salmonelose, SPI-3
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EFFECT OF mgtC GENE DELETION ON Sa/lmonella GALLINARUM
PATHOGENICITY IN SUSCEPTIBLE POULTRY

ABSTRACT - Salmonella Gallinarum (SG) provokes the so-called Fowl
Typhoid, an infectious disease of acute clinical course that affects gallinaceous of any
age and leads to high mortality rates. During the typhoid-like systemic infection caused
by Salmonella Typhimurium (STM) in mice, the bacterium expresses the mgtC gene,
which is clustered in the Salmonella Pathogenecity Island — 3 (SPI-3). Its function is
apparently linked to bacterial replication within macrophages and its absence
attenuates the pathogen. In this sense, it was hypothesized that knocking-out mgtC
from SG genome could alter the microorganism pathogenicity in susceptible
commercial poultry taking into account the central role of systemic infection to the
pathogen. Thus, the present study sought to elucidate the importance of mgtC on
SG pathogenicity. For this, a mgtC-lacking Salmonella Gallinarum mutant was
constructed (SG AmgtC). In addition, its ability to replicate in medium that mimicries
the intracellular environment of macrophages and also in this immune cell types was
evaluated. Moreover, the infection of susceptible chickens by SG AmgtC and the wild-
type strain was performed to compare the pathogenicity, systemic infection and the
elicited immune responses by measuring mRNA of IFN-y and LITAF cytokines by RT-
gPCR and the population of macrophages and lymphocytes T CD4" and CD8"* by
means of immunohistochemistry. It was observed herein that mgtC was required for
Salmonella Gallinarum replication in both acidified low-Mg?* media and macrophages.
Nevertheless, lower bacterial counts was only noticed at the late stage of infection
without affecting the citotoxicity. /In vivo experiments showed that knocking-out the
mgtC gene neither alters bacterial invasiveness ability nor affects bacterial counts in
liver and spleen and total chicken mortality. However, plotting a survival curve and
analysing the development of clinical-pathologic conditions, it was observed a slower
progression of the disease in chickens infected by SG AmgtC compared to those
challenged by the wild-type strain. Furthermore, it was required more 1.36 Log1o of
CFU/mL of mutant strain to provoke 50 % of mortality in comparison to the wild-type
strain. Moreover, the mRNA expression of IFN-y and LITAF were similar between the
infected chickens, but higher than those uninfected. The same was observed in
macrophages and lymphocytes T CD4* populations. On the other hand, the presence
of lymphocytes T CD8" was higher in the initial phase of the disease provoked by the
wild-type. The role of mgtC in Fowl Typhoid in susceptible chickens differs from the
typhoid-like infections in mammals, since its depletion attenuated other serovars. Thus,
the deletion of mgtC gene from Salmonella Gallinarum genome does not affect the
pathogenicity, but slightly alters the pathogenesis.

Keywords: Fowl typhoid, Macrophages, Pathogenesis, Salmonellosis, SPI-3,
Systemic infection



1.  INTRODUGAO

1.1. Género Salmonella
1.1.1. Taxonomia

Em 1886, Salmon e Smith foram os pioneiros na descricdo de Salmonella spp.,
mas que, erroneamente, o identificaram como o agente causador da peste suina
(Freitas Neto et al., 2020). Quase meio século depois, Kauffmann e White propuseram
um esquema de classificagdo do género Salmonella baseando-se na identificagdo de
estruturas de superficie da bactéria, tais como os antigenos somaticos (O) e flagelares
(H) (Salmonella Subcommittee, 1932). Posteriormente, a técnica foi aperfeicoada e
aliou-se a identificagdo dos antigenos capsulares (Vi) e as provas bioquimicas
(Grimont et al., 2000; Grimont e Weill, 2007). Esse método prevalece desde entéo e,
a medida que se identificam novos espécimes, os mesmos sao catalogados como
dados suplementares (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014). Uma vez que Le Minor
catalogou a maioria dos microrganismos identificados, a sistematica de classificagéo
tem sido nomeada como White-Kauffman-Le Minor Scheme (Grimont e Weill, 2007).

Ha duas espécies do género Salmonella, Salmonella enterica e Salmonella
bongori, cuja diferenciagdo entre ambas foi comprovada por meio de analises
filogenéticas (Grimont et al., 2000). No inicio dos anos 2000, foram identificados 2463
sorovares diferentes (Popoff et al., 2001) e, apds sete anos, aumentou para 2579
(Grimont e Weill, 2007). Até o presente momento, foram identificados 2659 sorovares
do género Salmonella, dos quais 2637 pertencem a espécie S. enterica e 22 a S.
bongori (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014).

A escrita da nomenclatura desses patégenos deve seguir a forma extensa

9 tL 1Y

(“Género espécie” “subespécie” “Sorovar” “Biovar”) ou a resumida (“Género” “Sorovar”
e/ou “Biovar”). Dessa forma, pode-se nomear o agente etioldgico do tifo aviario como
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Gallinarum biovar Gallinarum ou,
resumidamente, como Salmonella Gallinarum biovar Gallinarum ou mesmo

Salmonella Gallinarum (Grimont e Weill, 2007).
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7. CONCLUSAO

Nas condicdes em que o estudo foi conduzido, conclui-se que:

- O gene mgtC de Salmonella Gallinarum €& importante sob condicoes
antimicrobianas como a acidificagdo e a privagcdo de magnésio encontrados no
ambiente intramacréfago uma vez que sua delecgao afeta a multiplicagdo do patégeno
em meio nutriente;

- A auséncia do gene afeta a multiplicacdo de Salmonella Gallinarum em
macréfagos de aves, mas sO reduz as contagens microbianas na fase tardia da
infeccdo sem alterar os niveis de citotoxicidade;

- Salmonella Gallinarum contendo a delegdo de mgtC (SG AmgtC) foi isolada
nas mesmas quantidades em figado e baco de aves susceptiveis ao tifo aviario que a
estirpe selvagem. Entretanto, o acumulo bacteriano na fase inicial da infecgcéo
sistémica é aparentemente menor, o que resultou em maior DL50 e oébitos tardios,
sem afetar a mortalidade final. Assim, a auséncia de mgtC afetou a patogénese do tifo
aviario;

- Tanto SG AmgtC como SG provocaram 0os mesmos niveis de expressao
génica de LITAF e IFN-y em aves susceptiveis, além de semelhante recrutamento de
macrofagos e linfocitos T CD4*. Por outro lado, o aumento na populagao de linfécitos
T CD8* resultante da infeccao por SG foi mais prematuro em relagdo aquele causado
por SG AmgtC. Ainda assim, ambas estirpes provocaram a reducdo dessas células
de defesa, fazendo com que os animais sucumbissem ao tifo aviario;

- O gene mgtC nao demonstrou ser essencial para a patogenicidade de
Salmonella Gallinarum em aves susceptiveis como foi descrito em outros sorovares

de Salmonella infectando mamiferos.
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