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ESTUDO SOBRE A INFECGAO DE AVES POR MUTANTES DE

Salmonella Sorotipos Gallinarum, Pullorum e Enteritidis AcobSAcbiA

Resumo- Salmonella enterica sorotipo Typhimurium sintetiza cobalamina (Vitamina B12)
apenas sobre condi¢cdes anaerodbicas. Dois porcento do genoma da S. Typhimurium &
dedicado a reagbes dependentes de vitamina B4, como cofator, sua sintese e absorgao.
Neste estudo nds preparamos mutantes de Salmonella sorotipos Enteritidis, Gallinarum
e Pullorum duplo defectivos na biossintese de cobalamina, cepas AcobSAcbiA. A
viruléncia destes mutantes foi comparada com as respectivas cepas selvagens e,
nenhuma deficiéncia na capacidade de causar doenca foi observada para as cepas de
S. Enteritidis AcobSAcbiA e S. Pullorum AcobSAcbiA. S. Gallinarum AcobSAchiA por
sua vez, mostrou atenuacado total. Posteriormente nds testamos a producdo de Biz
pelas cepas mutantes e selvagens ja descritas, e incluimos neste estudo a cepa de S.
Typhimurium AcobSAcbiA, e sua respectiva cepa selvagem. Todas as cepas mutantes
nao tiveram producédo de B, detectada. As cepas selvagens mostraram producao de
vitamina B4, em ambos os ensaios utilizados, com excecdo da S. Gallinarum que nao
apresentou produc¢ao de cobalamina in vitro. Como conclus&o, a producao de vitamina
B4z in vitro diferiu entre os sorotipos de Salmonella testados, a delegcao dos genes cbiA
e cobS produziu alteracao na relacao parasita hospedeiro em diferentes niveis entre os
sorotipos de Salmonella estudados, sendo que esta foi muito maior entre o sorotipo

Gallinarum e as aves.

Palavras-chave: cobalamina, mutantes, Salmonella, cobS, cbiA, aves.
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STUDY ABOUT INFECTION OF CHICKENS WITH MUTANTS OF Salmonella

Serotypes Gallinarum, Pullorum and Enteritidis AcobSAcbiA

Summary- Salmonella enterica serovar Typhimurium only synthesizes cobalamin
(Vitamin B12) during anaerobiosis. Two-percent of the S. Typhimurium genome is
devoted to the synthesis and uptake of Vitamin B4, and to By,.dependent reactions. In
order to understand the requirement from cobalamin synthesis better, we constructed
Salmonella serovar Gallinarum, Salmonella serovar Enteritidis and Salmonella serovar
Pullorum mutants that are double-defective in cobalamin biosynthesis (AcobSAcbiA).
We compared the virulence of these mutants to that of their respective wild type strains
and found no impairment in S. Enteritidis AcobSAchiA and S. Pullorum AcobSAcbiA
ability to cause disease in chickens. S. Gallinarum AcobSAchiA mutant showed
attenuated for chickens. We then assessed B1, production by these mutants and their
respective wild type strains, as well as S. Typhimurium AcobSAcbhiA, and their
respective wild type strain. All mutants were unable to produce detectable B1,. Bq, was
detectable in wild type strains, but, S. Gallinarum demonstrated no in vitro cobalamin
production. In conclusion, the production of vitamin B4, in vitro differed across the
Salmonella serotypes that were tested. Furthermore, the deletion of the cbiA and cobS
genes resulted in an alteration in the relationship between the serotype Gallinarum and

the birds more stronger than did to the others serotypes.

Key-words: cobalamin, mutants, Salmonella, cobS, cbiA, birds.



|. INTRODUGAO

Com o crescimento da avicultura industrial, muitos patébgenos ganharam
importancia, pois a aglomeracdao de animais, associado ao clima tropical, favorece a
multiplicacédo e a disseminacao de agentes infecciosos. Os paises importadores estéo
cada vez mais exigentes impondo barreiras sanitarias cada vez mais rigidas,
abrangendo desde a matéria-prima utilizada na alimentacdo das aves até o controle
microbiologico do produto final destinado ao consumidor.

A importancia das salmonelas neste cenario situa-se no fato de que, além de
perdas econOmicas relacionadas a criacdo das aves, alguns sorotipos sao agentes
causadores de enfermidades sistémicas e gastroentéricas em seres humanos (WEISS
et al., 2002). Sao conhecidos em torno de 2500 sorotipos de Salmonella, mas apenas
10% tém sido isolados de aves.

O Centro para Controle e Prevencao de Doencas (CDC) calcula que infecgbes
por Salmonella ocasionem 1,4 milhdes de doentes (0,5% da populacdo), 15000
hospitalizacbes e 400 mortes por ano nos EUA (VOETSCH et al., 2004), sendo os
produtos derivados de aves as fontes mais freqlientes de Salmonella.

Entre 1985 e 1999, aproximadamente, 80% dos surtos de salmonelose humana
nos EUA foram atribuidos a Salmonella Enteritidis e a principal fonte de contaminagéao
identificada foram os ovos (PATRICK et al., 2004). Estima-se que 182 mil norte-
americanos se contaminaram com Salmonella Enteritidis no ano 2000 ao ingerirem
ovos e carne de frango contaminados (KIMURA et al., 2004).

Salmonella Enteritidis est4d entre os sorovares paratificos para aves. E
inespecifica quanto ao hospedeiro e a infecgdo de aves nao provoca, necessariamente,
o aparecimento de sinais clinicos da doenga, tornando necessario o constante
monitoramento dos lotes. Caracteriza-se por intensa colonizagao intestinal e devido ao
seu potencial invasivo, através da via do sistema reticulo endotelial, pode alcancgar

outros érgaos, inclusive o ovario.



Salmonella Gallinarum é um sorotipo hospedeiro-especifico de aves, altamente
invasivo, que provoca uma enfermidade septicémica, com alta mortalidade, gerando
enormes prejuizos para a industria avicola. Salmonella Pullorum também é hospedeiro-
especifica, € o agente da Pulorose, enfermidade septicémica, que produz um quadro de
diarréia branca, alta mortalidade e alta morbidade em aves jovens.

O controle de S. Pullorum, S. Gallinarum e S. Enteritidis nos lotes de aves é
muito complexo, uma vez que essas bactérias podem atingir toda a escala de producéo
(aves de corte, galinhas poedeiras e aves reprodutoras). Para S. Gallinarum prevalece
como principal via de transmissdo a horizontal, para S. Pullorum destaca-se a
transmissdo vertical, enquanto que a transmissdo de S. Enteritidis pode ser tanto
vertical quanto horizontal.

Para sobreviver, as bactérias precisam se adaptar as condi¢des disponiveis que
encontram; seja no meio ambiente, seja em organismos vivos. O sistema respiratério
bacteriano é modulado para alterar rapidamente o seu funcionamento, conforme as
condi¢bes encontradas e a disponibilidade de substratos para a obtengao de energia. O
conhecimento a respeito do processo de respiracdo em anaerobiose é importante no
sentido de que a sobrevivéncia de Salmonella intracelular ou no trato entérico, ocorre
em ambiente anaeroébico. A via alternativa de aceptores de elétrons é a principal forma
de obtencdo de energia para o crescimento das bactérias que se encontram em
ambiente anaerdbico. Assim sendo, além dos mecanismos de patogenicidade, sua
sobrevivéncia depende da capacidade de utilizar os substratos disponiveis para se
manter viva. A elucidacdo do metabolismo bacteriano pode ser util para conhecer
melhor o mecanismo utilizado pela bactéria para invadir, sobreviver e se multiplicar no
hospedeiro.

A cobalamina é um dos cofatores mais antigos evolutivamente e uma das
maiores e estruturalmente mais complexas biomoléculas descritas. Constitui um
nutriente essencial para muitos animais e deve ser obtida pela ingestdo. Acredita-se
que plantas e fungos nao sintetizam nem utilizam cobalamina. Bactérias sao os

produtores primarios desta biomolécula.



Virtualmente todos os isolados de Salmonella sintetizam vitamina B4z em
condi¢cbes anaerdbicas. A sintese de novo de vitamina B4, requer a expressao de um
unico operon de 20 genes que inclui 17 genes cbi e 3 genes cob (ROTH et al., 1993). A
habilidade para sintetizar e importar vitamina B4, requer mais de 35 genes conhecidos;
aproximadamente 1% do genoma de Salmonella e outro 1% adicional relacionado ao
metabolismo dependente de vitamina B, (ROTH et al., 1996). No entanto, mutacdes
que eliminem a sintese de vitamina B4, de células selvagens ndo causam prejuizo ao
crescimento sobre condigbes laboratoriais de cultivo aerdbico ou anaerdbico (Price-
CARTER et al., 2001). A manutencao de uma fracao tao significativa do genoma para
biossintese de uma molécula é resultado de um processo evolutivo de selecéo. Fica
claro que condigcbes ambientais devem existir para as quais a sintese anaerdbia de
vitamina B, é imprescindivel para o crescimento da Salmonella, embora ainda n&o
esteja claro que condigdes seriam estas (PRICE-CARTER et al., 2001).

CbiA ¢ a primeira glutamina amino-transferase na via biossintetica anaerdbica
de vitamina B42. O gene cbiA tem papel direto na repressao do operon cob (RICHTER-
DAHLFORS et al.,, 1994). A enzima CobS esta localizada na membrana celular e
catalisa o penultimo passo da producéo de cobalamina (MAGGIO-HALL et al., 2004). A
via biossintética € completamente dependente desta enzima (MAGGIO-HALL &
ESCALANTE-SEMERENA, 1999; ANDERSON et al., 2007). A delecao dos genes cobS
e cbiA impede a sintese de qualquer uma das formas de cobalamina (Adenosil-, Ciano-,
Metil- ou Hidroxi-B12) em condigbes anaerdbicas por mutantes de Salmonella (Richter-
Dahlfors et al., 1994).

Estudos relacionados ao conhecimento fisiolégico de salmonelas devem ajudar a
conhecer melhor a relacdo parasita-hospedeiro com as aves. Embora os sorotipos de
Salmonella Gallinarum, Pullorum e Enteritidis, tenham muitas caracteristicas em

comum, a relacao parasita-hospedeiro com as aves difere muito entre eles.



. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Salmoneloses aviarias

Salmonella spp. permanece como um sério problema de saude publica e uma
das principais causas de perdas para o setor avicola. Nao sé pela patogenicidade, mas
também pela habilidade de se adaptar a diversos hospedeiros € permanecer no meio
ambiente, o que dificulta sobremaneira o controle (MACIOROWSKI et al., 2004).

Sao conhecidos mais de 2500 sorotipos de Salmonella sp, sendo que, cerca de
80 a 90, s&o os mais comuns em casos de infecgdo de seres humanos e animais. Do
ponto de vista da patogénese e biologia da infec¢cdo, o género Salmonella pode ser
dividido em dois grupos. Um compreendendo a vasta maioria de sorotipos reconhecidos
pela habilidade de colonizar o trato alimentar das aves ou de suinos, muitas vezes, na
auséncia de manifestagbes clinicas da doencga. Estes sorotipos contaminam as
carcagas durante o processamento, obtendo assim acesso a cadeia alimentar humana
e podendo acarretar toxinfecgdes alimentares. Permanecem no segundo grupo poucos
sorovares, 0os quais produzem doenca sistémica em um estrito numero de espécies
hospedeiras, que inclui Salmonella Typhi para o homem, Salmonella Choleraesius em
suinos, Salmonella Dublin em bovinos, Salmonella Typhimurium em ratos e Salmonella
Pullorum e Salmonella Gallinarum em aves. A invasdo se da via sistema reticulo-
endotelial (DUNLAP et al., 1991), a via primaria de infec¢cdo € a oral-fecal, mas estes
sorotipos estardo presentes no trato gastrointestinal apenas durante a fase severa da
enfermidade (BARROW et al., 1987;1994). Assim sendo, raramente adentram a cadeia
alimentar humana a partir de seus hospedeiros primarios.

Salmonella enterica é a Unica espécie bacteriana que inclui exemplos de
patotipos hospedeiro-especificos e patotipos com ampla gama de hospedeiros
(THOMSON et al., 2008).



Nas aves, as enfermidades acarretadas por Salmonella se dividem em trés tipos,
a Pulorose causada pela Salmonella Pullorum, o Tifo Aviario causado pela Salmonella
Gallinarum e o Paratifo Aviario causado por qualquer outro sorotipo, que n&do os
anteriores.

2.1.1. Salmonella Pullorum

Salmonella enterica subespecie enterica sorotipo Pullorum (SP) é um patégeno
que a semelhanca de Salmonella Gallinarum €& imovel, hospedeiro-especifico,
adaptado ao parasitismo em aves. SP tém acarretado prejuizos para o setor avicola,
por produzir doenca sistémica severa nas aves, com alta morbidade, alta mortalidade
e redugdo na producdo de ovos (Shivaprasad, 2000). A Pulorose tem sido
amplamente erradicada dos plantéis avicolas de muitos paises por meio,
principalmente, da deteccao e erradicacao de lotes contaminados, por meio de testes
de soro aglutinagéo rapido que podem ser feitos em larga escala com o sangue total,
seguido de sacrificio do plantel de aves positivas. Esse programa simples e eficiente
tem sido prejudicado pela inviabilizagdo do teste soroldgico em planteis reprodutores
vacinados com bacterina oleosa contendo células de S. Enteritidis, devido a reacéo
cruzada provocada pela vacina e pelo atual sistema de criagdo de aves segundo o
modelo de “free range”, que vem ganhando espag¢o (BERCHIERI JR, et al., 2000;
2001a).

A Pulorose é uma enfermidade que pode acometer aves de qualquer idade, no
entanto € muito mais comum em aves jovens, em especial nos primeiros vinte dias de
vida. Neste periodo a mortalidade é alta. As aves sobreviventes, que se tornam
portadoras produzem ovos contaminados, responsaveis pela manutenc¢ao do ciclo da
doenca (BERCHIERI JR et al., 2000; 2001a).

O ciclo da Pulorose deve-se primordialmente a disseminagéo de SP pela via
vertical. Ovos contaminados pela via transovariana podem se tornar inviaveis ou
produzirem pintos contaminados, os quais poderdo contaminar outras aves nos
primeiros dias apds o nascimento. Uma porcentagem de aves que sobrevivem a

doenca clinica ap6s serem infectadas nos primeiros dias de vida, demonstram poucos



sinais da infeccao, mas se tornam portadoras por toda a vida (SNOEYENBOYOS,
1991; BERCHIERI JR et al., 2001a).

2.1.2. Salmonella Gallinarum

O Tifo Aviario, causado pela Salmonella enterica subespecie enterica sorotipo
Gallinarum (SG), esta sobre controle em paises com produgao avicola industrial, que
adotam o sistema de criagdo em confinamento e realizam boas praticas de manejo e
sanidade. Contudo, o Tifo Aviario permanece sendo um grande problema em paises
que tém intensificado sua producado avicola recentemente e/ou paises tropicais, os
quais apresentam dificuldade na aplicagdo de praticas adequadas de manejo e
sanidade (LEE et al., 2003).

SG é altamente patogénica, acarreta infeccédo sistémica e acomete de forma
severa aves de qualquer idade, provocando mortalidade de 80 a 100%. Estudos a
respeito da epidemiologia da SG consideram que a principal via de transmissao seja a
horizontal, sendo os relatos de transmissé&o vertical escassos e antigos (BEAUDETTE,
1925, 1930; BEACH &DAVIS, 1927). A pesar de haverem relatos da presenca de SG
em ovos, evidéncias da contaminagcdo da progénie ndo sao evidentes (BERCHIERI
JR., 2000).

No Brasil onde a producgao avicola esta entre as melhores e maiores do mundo,
o clima tropical e o sistema de galpbes abertos, favorecem a entrada do patégeno. De
acordo com dados do Instituto Adolfo Lutz entre os anos de 1991 e 1995, foram
identificadas 372 amostras de Salmonella procedentes de criagbes avicolas, das quais
21 correspondiam a SP e 35 a SG (TAVECHIO et al., 1996).

As alteragbes mais comuns, observadas no tifo aviario sdo congestéo e aumento
do figado e do bacgo, septicemia e anemia. Na fase crbnica o figado pode apresentar
coloragao bronzeada com necrose focal e o coragcédo lesbes granulomatosas e
inflamatérias (WHITEMAN & BICKFORD, 1998; CALNEK et al.,, 1997). A SG esta
primariamente associada aos fagdcitos mononucleares, residindo primariamente em

macrofagos de figado e bago. A presencga gastrointestinal se da no inicio da infeccéo



como resultado da rota oral-fecal de transmissao e no final, quando as aves estao indo
a oObito, apresentando hemorragia da parede intestinal (BARROW et al, 1994; WIGLEY
et al, 2002).

As mais efetivas medidas de controle combinam manejo adequado e erradicacao
de lotes infectados (CALNEK et al., 1997). Para a prevencgdo, vacinas vivas e
inativadas utilizando a cepa SG9R tém sido empregadas (GORDON et al., 1959). Esta
cepa € rugosa e ndo contem os antigenos somaticos caracteristicos de cepas de SG
tipicas (SMITH, 1956). Devido a perda de parte da composicdo dos
lipopolissacarideos (LPS), ocorre reducao de viruléncia da cepa (FEBERWEE et al.,
2001 a,b). Vacinas inativadas apresentam sucesso variavel, uma vez que a imunidade
para Salmonella Gallinarum nado é dependente apenas da resposta humoral, mas
principalmente da resposta mediada por células.

O controle da infeccado sistémica depende muito da imunidade mediada por
células. A eliminagdo da bactéria de figado e bago coincide com alta proliferacao de
células T, alta atividade e expresséo de T “helper™1 (o qual eleva a resposta mediada
por células) e interferon y. Interleucinas 12 e 18 e fator de necrose tumoral também
sdo importantes no combate a infeccédo sistémica, pela ativacdo de macréfagos e
células natural “Killer” (BEAL, 2004; WIGLEY et al, 2005).

Diferentemente da SP, a infecgéo por SG ou leva a ave a morte ou a contornar a

infeccao, eliminando a bactéria e ndo desenvolvendo assim o estado portador.

2.1.3. Salmonella Enteritidis

Salmonella spp tem sido o mais comum agente de infecgbes entéricas humanas

e tem sido a principal causa de mortes entre os patégenos de intoxicagbes alimentares.
Nos Estados Unidos Salmonella spp. tem um impacto econdmico, estimado, de US$ 0,5
a 2,3 bilhdes de délares anuais relacionados a mortes, perdas em produtividade de
pessoas enfermas, gastos com medicamentos, hospitalizagbes e diagnostico
laboratorial (KENNEDY et al., 2004). Na década de 1980, Salmonella enterica

subespecie enterica sorotipo Enteritidis (SE) passou a ser o agente mais comum de



surtos de intoxicagbes alimentares em seres humanos na America do Norte e Europa
(COLLARD et al., 2008).

A prevaléncia da SE no periodo de 1979-1987 aumentou 69% nas notificagdes
de salmoneloses humanas em paises da Europa, America do Norte, Sul e Africa, com
um aumento de 100% na Argentina (VOETSCH et al, 2004). Medidas de
monitoramento e controle foram introduzidas em muitos paises da Europa, no entanto,
a contaminacdo de aves permanece alta em muitos paises. Na Europa Oriental,
encontram-se lotes de poedeiras comerciais com taxas de 5 a 10% de contaminagao,
produzindo ovos com nivel de contaminag¢do entre 3 a 8%, enquanto que a média no
restante da Europa € menor que 1%. Dados da Unido Européia apontam que 57,7%
dos sorotipos de Salmonella isolados de lotes de aves, correspondem a SE, 9,6% S.
Typhimurium e 6,9% S. Infantis. Quanto a ovos, SE é o sorotipo predominante com
72,9% dos isolamentos (TRENDS AND SOURCES OF ZOONOTIC AGENTS IN THE
EUROPEAN UNION AND NORWAY, 2002).

SE é um sorotipo movel, capaz de infectar diversos hospedeiros incluindo
mamiferos e aves e persistir no ambiente por tempo indeterminado.

Nas aves é capaz de provocar infecgdo sistémica, envolvendo o sistema
reticulo-endotelial e de extensa colonizagao intestinal, conseqiientemente é capaz de
se espalhar por toda a cadeia alimentar através de ovos e carne de aves contaminadas.
A transmisséo se da tanto pela via vertical por contaminagao transovariana, ou durante
a passagem do ovo pela cloaca; quanto pela via horizontal. Aves adultas sao
relativamente resistentes a infeccdo sistémica por SE, porem, sofrem extensa
colonizacdo intestinal na auséncia de sintomatologia clinica, podendo eliminar o
patégeno intermitentemente (GAST & HOLT, 1998; GAMA et al., 2003). A doenca
clinica pode ser observada em pintainhos infetados logo ap6s o nascimento (BARROW,
2000).

A infeccédo por SE induz a produgcédo de anticorpos especificos, por longos
periodos, como conseqiéncia da prolongada persisténcia da SE no trato

gastrointestinal, fendmeno este, ausente na infec¢ao por SG (BARROW, 1991).



Para prevenir a infeccdo de aves por SE, visando minimizar a infec¢do humana,
diversas estratégias precisam ser adotadas simultaneamente, em face da complexidade
do controle deste patdogeno. As medidas de controle devem abranger rigoroso programa
de higiene e desinfecgdo, controle de roedores, manejo integrado de insetos,
administracdo de probidticos e/ou prebiodticos, exclusdo competitiva e vacinagéo
(HENZLER & OPITZ, 1992; CORRIER et al, 1991; DAVIES & WRAY, 1995; FUKATA et
al, 1999).

No Reino Unido, a diminuicdo no numero de casos humanos de intoxicacdes
alimentares foi associada a introdugcdo de vacinas inativadas para SE em poedeiras
(COGAN & HUMPREY, 2003).

A vacinacao contra sorotipos de Salmonella hospedeiro-especificos induz forte
imunidade e proteg¢ado contra a infecgdo e manifestagbes clinicas da doenga (BARROW
& WALLIS, 2000). Entretanto, quando se trata de programas de vacinacdo para
prevenir a infeccdo de aves contra sorotipos de Salmonella que acometem diversos
hospedeiros, os resultados sao variaveis (BARROW 2007).

Bacterinas tém sido muito empregadas no controle da infeccdo de aves por
sorotipos de Salmonella que ndo apresentam hospedeiro especifico. Estas vacinas se
constituem de organismos inativados suspensos em substancia adjuvante, para
aumentar a imuno-estimulacdo (BARROW 2007). Bacterinas contendo células de SE
sdo consideradas seguras, estimulam a produgcdo de anticorpos circulantes em niveis
elevados, imunidade humoral de longa duracdo e s&o permitidas em muitos paises. As
inconveniéncias do seu uso situam-se no fato de serem de administragcdo individual
laboriosa, de o adjuvante mais o lipopolissacarideo da vacina poder causar reagéo
indesejavel nas aves e, principalmente, na incapacidade de promover resposta imune
celular.

Sao controversos os estudos sobre utilizagdo de vacinas inativadas. Alguns tém
atestado a eficiéncia das bacterinas para diminuir a excregao fecal e contaminagao de
ovos por SE (GAST et al., 1993; LIU et al., 2001; WOODWARD et al., 2002). Outros
pesquisadores nao sao favoraveis ao uso, pois ressalvam que vacinas inativadas séo

rapidamente destruidas e eliminadas do hospedeiro, sendo pobremente imunogénicas
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e nao habeis para induzir resposta mediada por células T citotoxicas (NAGAJARA &
RAJASHEKARA, 1999; BARROW, 2007).

2.1.4. Fisiologia bacteriana da infeccéo

Para sobreviver, invadir, multiplicar e persistir no hospedeiro os microrganismos
devem coordenar a expressao de genes em resposta a variadas condicbes ambientais
durante o processo de infeccdo. Pouco & conhecido sobre os fatores genéticos
requeridos por Salmonella spp. para infectar e persistir em aves (HUANG et al., 2007).
Foi demonstrado que a regulacdo dos genes de invasdo requer uma resposta
coordenada de varios sinais ambientais. Baixa tensao de oxigénio e alta osmolaridade,
por exemplo, ativam os genes da llha de Patogenicidade-1 (BAJAJ et al., 1996).

Sabe-se que componentes da cadeia de transporte de elétron, usando oxigénio
como aceptor de elétron, sdo necessarios para o crescimento bacteriano na fase
estacionaria (ZHANG-BARBER et al., 1997) e para viruléncia (Van Immerseel et al,
2004). No entanto, foi observado que mutantes de Salmonella enterica sorovar
Typhimurium (STM), contendo alteragdes em genes que expressam componentes da
cadeia aerobica (nuo, cyd, cyo) colonizaram o trato digestivo tao eficientemente quanto
a cepa original (TURNER et al., 2003). Diante dessas circunstancias, considera-se que
o metabolismo energético seja fermentativo ou que a respiracao utilize uma via
alternativa de aceptores de elétron.

Faz parte da habilidade, para superar as adversidades ambientais, a alteracéo
da composicéo do sistema respiratorio. O conhecimento do processo de respiracédo em
anaerobiose, suas enzimas, substratos e cofatores s&o importantes no sentido de que a
sobrevivéncia de Salmonella spp. intracelular ou no trato entérico, ocorre em ambiente
anaerobico.

Estudos relacionados a fisiologia, comportamento patogénico e metabolismo
intracelular anaerébico de Salmonella spp. ajudam a conhecer melhor a relagéo
parasita-hospedeiro com as aves. Embora SG, SP e SE sejam bioquimica, antigénica
(grupo D: antigenos somaticos 1, 9 e 12) e genotipicamente muito semelhantes, pois

sdo monofiléticos (descendem de um ancestral comum) (KWON et al., 2000), a relagao
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parasita-hospedeiro com as aves difere muito entre eles (BERCHIERI JR et al,
2001a,b).

2.2. Vitamina Bq»
2.2.1. Historico

Considerada a mais fascinante, atraente e complexa molécula do mundo da

ciéncia, a vitamina B, (cobalamina) foi descoberta no inicio da década 1920 por MINOT
& MURPHY como fator anti-anemia perniciosa (STUBBE, 1994; MARTENS et al,,
2002). A partir de entao, os estudos envolvendo a cobalamina renderam uma série de
Prémios Nobel, sendo mais importante o conquistado por MINOT, MURPHY e
WHIPPLE em 1934, por demonstrarem que a inclusédo de figado na dieta poderia curar
pacientes com anemia perniciosa. A anemia perniciosa foi descrita pela primeira vez em
1835, sendo associada a deficiéncia na absor¢cdo de vitamina By, o que leva a
producao de eritrocitos defeituosos e presenca de megaloblastos na medula. Em 1948
duas companhias farmacéuticas, nos Estados Unidos e no Reino Unido isolaram quase
que, simultaneamente, uma estrutura cristalina vermelha de figados utilizados para
curar a anemia perniciosa, a qual foi designada vitamina By, (RICKES et al., 1948a).
Em seguida, também foi isolada de leite em po, extrato de carne e caldos para cultivo
de varios géneros de bactérias (RICKES et al., 1948b).

O isolamento da vitamina B4, estimulou pesquisas a respeito da estrutura da
molécula. BARKER et al (1958) descobriram e cristalizaram as primeiras formas
biologicamente ativas: pseudo-vitamina B, e vitamina B4,. Posteriormente, a estrutura
tri-dimensional da vitamina B, (cianocobalamina) foi deduzida e cinco anos mais tarde
a estrutura 3D da coenzima B4, (adenosilcobalamina) foi elucidada (HODGKIN et al.
1955, 1956, 1957; LENHERT & HODGKIN, 1961). SMITH et al. (1962) descobriram a
segunda forma biologicamente ativa da vitamina Bi;, a Metilcobalamina (MeCbl).
GUEST et al. (1962) demonstraram que a vitamina B4, poderia atuar como cofator da
enzima metionina sintase, dando suporte para que muitas enzimas dependentes de
adenosilcobalamina e MeCbl pudessem ser identificadas (DRENNAN et al., 1994;
DIXON et al., 1996; MANCIA et al., 1996).
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Cobalamina é o nome genérico da vitamina B2, atribuido a ela por conter o metal
pesado cobalto, o qual garante solubilidade em agua e coloracdo vermelha. A
complexidade da estrutura da molécula se equivale a complexidade das reacgdes
metabdlicas que ela media. A biossintese deste nutriente essencial, também é
complexa e esta confinada a apenas alguns organismos procariotas, ndo sendo até
entao identificada em eucariotas. A sintese quimica da molécula foi conseguida por
Woodward e Eschenmoser entre as décadas de 1960 e 1970, com a participagédo de
mais de 100 cientistas em pesquisas que se estenderam por 11 anos. A sintese
quimica foi acompanhada pela elucidagdo da via biossintética aerdbica da cobalamina
em Pseudomonas denitrificans em 1993 em um projeto denominado “O Everest da
Cobalamina” (BATTERSBY, 1994; BLANCHE et al., 1995; SCOTT 1998; THIBAUT et
al., 1998). Acreditava-se naquele momento, na existéncia de uma via biossintética
anaerobica, mas esta permaneceu pobremente compreendida. A rota anaerdbica
desconhecida para sintese de corrin, mas que existe na natureza ha 4 bilhées de anos,
foi elucidada em 1996 (SCOTT et al., 1996). Hoje a producédo industrial de cobalamina
se da exclusivamente por processo Dbiossintético fermentativo, utilizando
microrganismos selecionados e otimizados por engenharia genética como cepas de

Pseudomonas denitrificans.

2.2.2. Estrutura

Vitamina B12 € 0 nome utilizado para descrever compostos que contem cobalto e

pertencentes a familia dos corrindides, em particular, aqueles do grupo das
cobalaminas. O produto final da sintese natural é o 5-deoxi-adenosil cobalamina
(coenzima B4z ou AdoCbl) e Metilcobalamina (MetCbl), enquanto que a vitamina By, é
por definicdo, cianocobalamina (CNCbl), a qual representa a forma manufaturada pela
industria e ndo a encontrada na natureza. O grupo CN é resultante de adigdo quimica
durante processo de extracao pelo qual a cobalamina € removida da cultura bacteriana.

A coenzima B1, tem massa molecular de 158 KDa. A molécula é dividida em trés
partes: um anel central de corrin o qual contém quatro ligantes para o ion cobalto, um

ligante inferior (alfa) chamado DMB e um superior (beta) correspondente a um grupo
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adenosil ou metil. Em muitas bactérias anaerdbicas o ligante alfa pode ser substituido
por adenina, por diferentes bases ou estar ausente formando a pseudo-coenzima B,
(Figura 1).

As formas MeCbl e 5 deoxi-adenosil-cobalamina s&o conhecidas pela
sensibilidade a luz, sendo facilmente convertidas a hidroxicobalamina (HOCbl), em
temperatura ambiente e em solucao aquosa (SPALLA et al.,, 1989). A forma mais
estavel, CNCbIl, é gerada na presenca de cianeto. Estes corrindides parecem ser
isofuncionais. Uma vez que haja fotdlise, quebra da ligacao superior (adenosil ou metil),
Salmonella enterica é habil para promover adenosilacdo ou metilacdo interna, assim
como converter a forma comercial CNCbl nas formas biologicas ativas (BARBIOR et al.,
1966) .

O componente central da vitamina B4, € o anel de corrin, composto planar, com
quatro unidades pirrois, da mesma familia das porfirinas, nicotinas, clorinas, grupos
heme e clorofilas.

A ligacao carbono-cobalto foi a primeira ligagcdo carbono metal descrita em

moléculas biologicas; essa ligagéo é fraca, facilmente rompivel (FINKE, 1998).

2.2.3. Classificacao das reacbes dependentes de vitamina B,

Duas formas de vitamina By, contribuem para atividades cataliticas nos seres
vivos: Adenosilcobalamina (AdoCbl) e Metilcobalamina (MeCbl). As enzimas
dependentes de B, se distribuem em trés classes de reagdes:

i. Isomerases dependentes de B+2: empregam AdoCbl (coenzima B42) como
cofator. Nessas reacgdes, a fraca ligagdo cobalto-carbono é explorada através da
clivagem homolitica gerando um radical que é usado para promover uma série de
rearranjos associados aos processos anaerobios fermentativos de 1,2-propanediol,
etanolamina, glicerol e aminoacidos como lisina, leucina, glutamato e ornitina (ROTH et
al., 1996; OBRADORS et al., 1998). Nesta classe incluem-se ainda as reagdes com
metilmalonil-CoA mutase e ribonucleotideo redutases dependentes de B4,

ii. Metiltransferases dependentes de Bq,: compreendem metionina sintases

que catalisam a sintese de metionina e metiltransferases envolvidas na producao de
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metano em bactérias metanogénicas e acetato em bactérias acetogénicas, ambas
anaerobias estritas. Na metanogénese metil corrindides sao requeridos para a
transferéncia de grupos metil a partir de varios substratos como metanol (KELTJENS &
VOGELS, 1993) e acetato (FERRY, 1992), processo altamente exergdnico que gera
grande forca proton-motora. Na acetogénese a formagédo do acetato se da a partir de
CO; e depende de metil corrindides.

iii. Dehalogenases redutoras dependentes de Biz: enzimas com mecanismo de
catalise distinto das anteriores, no entanto, o papel da Bi, nas reagbes de
dehalogenacao ainda néao foi elucidado (BANERJEE & RAGSDALE 2003).
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Figura 1. Estrutura de uma molécula do grupo das cobalaminas, evidenciando as trés
porcdes; DMB: dimetilbenzimidazole; CBI: cobinamide; radical X, a variagdo deste

ligante caracteriza a forma de cobalamina (MARTENS et al., 2002).
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2.2.4. Biossintese e utilizacdo de vitamina B>

E exclusiva a vitamina Bi,, em relacdo as outras vitaminas, a caracteristica de
ser sintetizada de novo apenas por um restrito numero de representantes Archaea e
Bacteria. Projetos de sequienciamento de genomas tém revelado que genes envolvidos
na biossintese de cobalamina foram encontrados em 1/3 das bactérias seqlienciadas
até o momento.

Animais e protistas requerem cobalamina, mas aparentemente n&o a sintetizam.
A vitamina B1, € um fator de crescimento essencial para os animais e tem papel no
metabolismo das células, em especial as do trato gastrointestinal, medula 6ssea e
tecido nervoso (JAMES et al., 1995). Em seres humanos a vitamina B+, é requerida em
quantidade diminuta, algo em torno de 1 a 2ug/dia, sendo obtida por alimentos de
origem animal e assiste a acdo de apenas duas enzimas: metionina sintase e (R)-
metilmalonil-CoA mutase envolvida no catabolismo de acidos graxo.

Plantas e fungos parecem néao sintetizar e tampouco requerer esta vitamina, por
utilizarem para sintese de metionina, a forma da enzima metionina sintase MetE, a qual
nao requer vitamina B4, como cofator (DUDA et al., 1967). Alguns relatos de producgéo
de vitamina B1; por fungos e leveduras sao encontrados (WATANABE et al., 1991,
1993), entretanto, consideram que a produgdo de vitamina B, estaria associada a
contaminacéao bacteriana (MARTENS et al., 2002). Algas como todos os eucariotos nao
sintetizam vitamina B1, de novo, no entanto, correspondem a uma das principais fontes
desta vitamina. E sabido que metade das espécies de algas requerem vitamina B, de
fontes externas como cofator da enzima MetH, a metionina sintase dependente de
vitamina B4,; a outra metade utiliza a enzima MetE para a sintese de metionina (CROFT
et al., 2005). E interessante que os niveis de cobalamina livre no meio ambiente ndo
sdo capazes de suportar o crescimento das algas e ha evidéncias de que bactérias
vivam em simbiose com essas algas fornecendo vitaminas em troca de carbono fixado.
Estas observagdes levam a crer que n&o tem havido pressdo seletiva para manutencéo

de MetE em populacgdes de algas.
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Acredita-se que a capacidade de biossintese de vitamina B1, entre os seres vivos
€ resultante de um processo de presséao evolutiva. Durante o curso da evolugdo animal
a habilidade para biossintese de vitaminas foi perdida, dando lugar a um elaborado
mecanismo de percepc¢ao e absor¢ao. Procariotos, em especial as enterobactérias, séo
0s unicos supridores de cobalamina na cadeia alimentar. Dentre os animais, apenas os
ruminantes sao habeis para absorver a vitamina Bi, produzida por sua microbiota

entérica, os demais devem obté-la através da dieta.

2.2.5. Origem da vitamina B12

Alguns autores tém sugerido que a vitamina Bz foi sintetizada em um momento
anterior ao aparecimento da vida (“pré-bioticamente”) (BENNER et al., 1989; ROTH et
al., 1996) e poderia ser importante para catalise em um “mundo de RNA” primitivo. Esta
teoria € suportada pelo fato de que em muitas bactérias, a sintese de vitamina B4, ainda
comecga com uma molécula de aminoacil-RNAt, além disso, o fato de moléculas de RNA
exercerem intimo papel na regulacao dos genes de biossintese e absorgéo de vitamina
B12 em bactérias modernas reforca esta teoria. Por essa teoria a vitamina B+, teria sido
sintetizada por reagdes nédo enzimaticas energeticamente favoraveis (HODGSON &
PONNAMPERUMA, 1968; ESCHENMOSER, 1988). De acordo com ROTH et al.
(1996), a funcdo ancestral da vitamina B4, que foi mantida em algumas bactérias
modernas, poderia ser a de suportar a fermentacdo de pequenas moléculas para
gerar um composto oxidavel e um gradiente de elétrons usado para balanco redox das
reacdes, na auséncia de um aceptor de elétrons exdgeno. Em um ambiente bidtico
prematuro, o surgimento do processo fermentativo teve importancia central para a
producdo de energia. Outras formas de produgdo anaerdbica de energia, tais como
metanogénese e fermentacao de varios aminoacidos, também requerem vitamina By,
Acredita-se que a vitamina B, esteja ligada aos processos metabdlicos anaerdbicos
classicos (ROTH et al., 1996).

A sua biossintese fornece ainda evidéncias para uma fungdo ancestral de
tetrapirréis. A rota inicial de biossintese, a partir do acido 5-aminolevulinico, é idéntica

para clorofila, heme, siroheme e vitamina B4, até a formagdo do primeiro tetrapirrol
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macrociclico, o uroporfirogénio Ill (RAUX et al., 1999). Isto pode sugerir a possibilidade
de que a via biossintética total foi inicialmente “inventada” para a sintese de B4, e 0s
ramos para sintese de clorofila e grupos heme foram adicionados mais tarde (ROTH et
al., 1996). Recentemente, essa teoria pode ser confirmada, a via biossintética ancestral
de grupos heme postulada como originaria de um dos ramos da via biossintética de
vitamina B2, ramo dos tetrapirréis, permaneceu em Desulfovibrio vulgaris até os dias
atuais e pode ser descrita (ISHIDA et al. 1998).

Em resumo, estas observagbes sugerem que a vitamina Bq, emergiu em um
‘mundo de RNA” primitivo (Benner et al., 1989) selecionada inicialmente, pela
habilidade de suportar a fermentacdo de pequenas moléculas. Posteriormente, o
desenvolvimento de siroheme permitiu 0 uso de ions inorganicos simples como
aceptores de elétrons, o que mais tarde daria origem a nitrito e sulfito redutases.
Finalmente, o estabelecimento da clorofila e a biossintese de grupos heme permitiram a
producao e utilizagdo do oxigénio molecular atmosférico, respectivamente (ROTH et al.,
1996). Como os niveis de oxigénio atmosférico aumentaram, a dependéncia metabdlica
da cobalamina diminuiu. No entanto, fun¢gbes secundarias para a vitamina Bq, foram
desenvolvidas, tais como transferéncia de grupos metil ou redugéo de nucleotideos. O
original e principal papel de fermentacdo anaerdbica da cobalamina ficou restrito a
determinados nichos ecologicos. Fotossintese e respiragdo de oxigénio permitiram o
desenvolvimento de plantas e animais os quais ndo sintetizam vitamina Bq,. Mas,
permaneceu o requerimento desta, para fungdes secundarias, ndo mais relacionadas a
fermentacdo em animais e humanos, como o caso da enzima metionina sintase
importante primariamente para reciclagem de folato e secundariamente para producéo
de metionina (ALLEN et al., 1993) e (R)-metilmalonil-Coa mutase cuja fungéo principal é

remover produtos téxicos da quebra de lipidios (LEDLEY, 1990).

2.2.6. Reacbdes dependentes de B> em Salmonella Typhimurium

i. Metionina sintase
Metionina (Met) € um aminoacido essencial requerido ndo s6 para sintese de

proteinas, mas principalmente, para a formagdo de adenosilmetionina (AdoMet), um
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doador universal de elétrons e elemento chave do ciclo de metilacdo (HANSON &
ROJE, 2001; RAVANEL et al., 2004). Cerca de 80% da Met livre nas células, é
destinada a este ciclo, cuja fungéo é suprir de AdoMet as dezenas de metiltransferases
presentes em todas as células e que por sua vez, realizam a transferéncia de grupos
metil da AdoMet para uma série de substratos para a sintese de numerosos compostos,
tais como, lipidios e vitaminas (RAVANEL et al., 2004). Outras fungbes das
metiltransferases sdo a regulacdo da expressdo génica, a metilagdo do DNA e
regulacao e reparo de proteinas (SURTEES et al., 1991; TOLSTYKH et al., 2000).

Em enterobactérias ha dois tipos de metionina sintase, cuja atividade depende
da presenca de cobalamina como cofator. A forma independente de cobalamina
corresponde a da enzima MetE e a forma dependente de cobalamina e folato é a da
enzima MetH (CROFT et al., 2005). MetH catalisa a transferéncia de um grupo metil a
partir do metil-tetra-hidrofolato para a homocisteina (PEJCHAL & LUDWIG 2005).
Praticamente a mesma reacgao é catalisada por MetE, e ambas as enzimas enfrentam o
mesmo desafio, a transferéncia energeticamente desfavoravel do grupamento metil. A
diferenca entre as enzimas esta no fato de que MetE faz a transferéncia do grupo metil
diretamente, ao passo que, MetH utiliza a cobalamina como receptor intermediario do
grupo metil. O emprego da cobalamina parece tornar a reagdo mais favoravel
(GONZALEZ et al., 1992). Esta teoria baseia-se na observagao de que em E. coli, na
auséncia de cobalamina, a enzima MetE atinge niveis de 3% do total de proteinas
celulares (GONZALEZ et al., 1992). S.Typhimurium induz preferencialmente a
expressao de metH, expressando metE apenas quando vitamina B, esta indisponivel
(WU et al., 1992).

ii. Epoxyqueosine redutase

Esta enzima catalisa o ultimo passo na formacao da base hipermodificada de
RNAt, queosine, encontrado em RNAtY", RNAt"S, RNAt*", RNAt*? (FREY et al., 1988).
Esta base modificada n&o & essencial para o crescimento bacteriano em condi¢des de
laboratério (NOGUCHI et al., 1992). No entanto, a reacao final de sintese de queosine
requer By, (FREY et al., 1988). E. coli a qual ndo produz vitamina B4, também sintetiza

queosine anaerobicamente. ROTH et al. (1996) acreditam que a sintese da base pode
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ser estimulada por vitamina B4, indiretamente in vivo, mas pode ser catalisada sem o
cofator.
iii. Etanolamina amoénia liase

A utilizacdo de etanolamina como fonte Unica de carbono e energia requer B2
para ambas as fungdes: indutor da via catabdlica e cofator da enzima etanolamina
amonia liase (ROOF & ROTH 1988, 1989). Etanolamina aménia liase é a primeira
enzima da via que converte etanolamina a acetaldeido e aménia; acetaldeido serve
como fonte de carbono e energia ao ser convertido em acetil-coA e a amoénia serve
como fonte de nitrogénio (ROTH et al., 1996). A etanolamina é facilmente encontrada
na natureza, pois esta presente nos fosfolipidios das membranas celulares a
fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina (SCARLETT & TURNER, 1976). O operon eut de
Salmonella enterica codifica enzimas para o uso de etanolamina. Apenas quatro dos 17
genes do operon eut tém correlagdo com a atividade enzimatica necessaria para a
utilizagdo de etanolamina (BRINSMADE & ESCALANTE-SEMERENA, 2004). O quinto
gene do operon codifica uma proteina regulatéria (EutR) que ativa a expressao de todo
0 operon eut em resposta a presenca simultanea de etanolamina e AdoCbl (ROOF &
ROTH, 1992). Sobre condi¢gdes aerdbicas, Salmonella enterica pode crescer em
etanolamina, apenas se o ambiente fornecer adenosilcobalamina ou um precursor
viavel, uma vez que a sintese de novo de AdoCbl por Salmonella enterica s6 se da em
anaerobiose. Um sexto gene do operon eut codifica uma adenosil-transferase (EutT)
que promove adenosilacdo: do precursor de AdoCbl o cobinamide; das formas
biolégicas ativas AdoCbl e MetCbl que sofreram fotolise (quebra da ligagdo do carbono
central com o alfa ligante, adenosil ou metil, pela luz) e se inativarem; ou CNCbl a forma
comercial da vitamina B1,, que se suprida no meio, necessita ser convertida na forma
biolégica ativa AdoCbl. EutT atua ainda como um regulador do circuito catalitico ao
regular os niveis do indutor do operon a Adenosilcobalamina (SHEPPARD et al., 2004).

O crescimento anaerébico de STM em etanolamina utilizando B4, sintetizado
endogenamente s é possivel se tetrationato estiver disponivel no meio como aceptor
final de elétrons (PRICE-CARTER et al., 2001).

iv. Propanediol desidratase
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Salmonella enterica utiliza 1,2 propanediol (1,2-Pd) como fonte de carbono e
energia por uma via que requer coenzima B, (JETER, 1990). 1,2-Pd é o principal
produto da fermentacdo de duas metilpentoses muito comuns: rhamnose e fucose,
importantes fontes de carbono, disponiveis em ambientes anaerdbicos tais como o trato
intestinal de animais. Rhamnose e fucose s&o encontradas em glicoconjugados das
células epiteliais intestinais e na parede de células vegetais (OBRADORS et al., 1988;
BRY et al., 1996).

Em teoria, todos os isolados naturais de Salmonella degradam 1,2-Pd. Estudos
in vivo utilizando camundongos sugerem que a degradacéo desses agucares pode ser
importante para a interacdo de S. enterica com o organismo hospedeiro (CONNER et
al., 1998; HEITHOFF et al., 1999).

A via de degradacdo comega com a converséo de 1,2-Pd a propionaldeido pela
enzima dependente de vitamina B4, propanediol-desidratase (BOBIK et al., 1997).
Subseqlientemente, propionaldeido é convertido em propanol e propionato. Estes
passos geram um ATP por fosforilagdo ao nivel do substrato, um gradiente de elétrons
(1-propanol) para regeneracao de NAD e um intermediario (propionil-CoA) que pode
servir como fonte de carbono e energia pela via do metil-citrato (HORSWILL &
ESCALANTE-SEMERENA, 1997). A via de degradagcédo de 1,2-Pd parece um tanto
simples, mas o catabolismo de pequenas moléculas é de fato um processo muito
elaborado (HAVEMANN & BOBIK, 2003).

Estudos recentes tém mostrado que Salmonella enterica forma organelas
poliedrais envolvidas na degradacédo, dependente de vitamina B, de 1,2-Pd
(SAMPSON, 2004). Estas organelas poliédricas tém de 100 a 150nm de didmetro e
consiste de um centro protéico circundado por uma concha, composta ao menos de 15
diferentes polipeptidios, incluindo quatro enzimas essenciais para degradacéo de 1,2-
Pd, constituindo assim, de um dos mais elaborados complexos multi-proteicos
encontrados nos procariotas (HAVEMANN & BOBIK, 2003; SAMPSON, 2004). O
entendimento que se tem dessas estruturas incomuns é limitado. Estudos conduzidos
até o momento sugerem que o papel delas é abrandar a toxicidade do propionaldeido,

um intermediario obrigatério da via catabdlica de 1,2-Pd, através do controle da
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disponibilidade de vitamina B1, (HAVEMANN et al., 2002; HAVEMANN & BOBIK, 2003;
LEAL et al., 2003).

Em S. enterica os genes requeridos para degradacgéo de 1,2-Pd consistem de 21
genes do locus pdu que é adjacente ao operon cob mas transcrito divergentemente
(JETER 1990; CHEN et al., 1995). A degradacao de 1,2-Pd & dependente de seis dos
21 genes do operon (pduCDEPQW) (LEAL et al., 2003). Sete genes sao requeridos
para formagéo do corpo poliedral (pduABJKNTU) (BOBIK et al., 1999). Sob condicdes
anaerbbicas S. enterica pode sintetizar AdoCbl, necessario para degradagdo de novo
de 1,2-Pd; no entanto, na presenca de oxigénio, precursores exdgenos sao requeridos
(JETER et al., 1984). O gene pduO codifica uma cobalamina-adenosiltransferase e o
gene pduS codifica uma cobalamina redutase. Ambas as enzimas atuam na converséo
de precursores (HOCbl e CNCbl) em AdoCbl (JOHNSON et al., 2001; SAMPSON et al.,
2005). A fungao dos outros quatro genes ainda nao foi esclarecida (pduLMVX) (BOBIK
et al., 1999).

2.2.7. Andlise genética da sintese de vitamina Bi, em STM

A sintese de novo de AdoCbl em Salmonella enterica ocorre apenas em andxia,
mas a utilizacdo de AdoCbl exdgeno ou precursores complexos ocorre aerdbica ou
anaerobicamente. A utilizagcdo de precursores corrindides requer a adicdo apropriada
do ligante superior ao atomo central de cobalto do anel de corrin, o que requer
numerosos passos enzimaticos (VITOLS et al., 1965; HUNNEKENS et al., 1982).

S. Typhimurium possui genes para sintese e transporte de cobalamina. A maioria
dos genes para a biossintese estdo localizados em um operon simples de 20 genes
(ROTH et al., 1993). Mutagcbes podesem ser atribuidas a qualquer uma das trés
porcdes da via anaerdbica de biossintese de B, designadas |, Il e lll (Figura 2) (ROTH
et al.,, 1996). Mutantes na porgao | da via podem sintetizar vitamina B2 se cobinamide
(Cbi) for suprido (ROTH et al., 1996). Mutantes na porcao Il podem sintetizar vitamina
B2 se dimetilbenzimadozole (Dmb) for provido (TRZEBIATOWSKI et al., 1994; CHEN

et al., 1995). Mutantes na por¢ao lll perdem a capacidade de ligar Cbi e Dmb e né&o
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conseguem sintetizar vitamina B2, mesmo se ambos os precursores forem providos
(ESCALANTE-SEMERENA et al., 1992; OTOOLE et al., 1993).

Mutagbes na porgdo | da via afetam um dos 17 genes denominados cbi
(designados de A até P). Acido cobirinico a,c-diamide sintetase (CbiA) de STM é a
primeira glutamina amino-transferase da via biossintética anerobica de vitamina By, e
catalisa a sintese ATP dependente de acido a,c diamide, a partir de acido cobirinico,
usando glutamina ou amdnia como fonte de nitrogénio (FRESQUET et al., 2004). CbiA
catalisa a hidrélise de glutamina na auséncia de qualquer outro substrato. A enzima
CbiA é organizada em dois dominios, glutaminase e sintetase. Cada um deles contém
um sitio ativo independente para hidrélise de glutamina e sintese do corrindide
amidado, respectivamente (FRESQUET et al., 2004). A enzima equivalente a CbiA da
via aerobica é CobB.

Mutagbes na porcao Il afetam dois genes: cobU e cobS. O ultimo passo da
sintese de adenosilcobinamide é catalisado por uma enzima cobalamina sintase
codificada pelo gene cobS em Salmonella (MAGGIO-HALL et al., 2004). Esta enzima é
uma proteina integral localizada na membrana interna da bactéria e considerada
essencial para a sintese de vitamina B4, (MAGGIO-HALL et al., 2004). A ligacédo do
Ado-Cbi ao nucleosideo Dmb ¢é realizada em dois passos catalizados por cobV em P.
denitrificans (sintese aerdbia) ou cobS em S. Typhimurium (MAGGIO-HALL &
ESCALANTE-SEMERENA, 1999).

Mutacgdes no ultimo gene do operon (cobT) geram defeito na porcéo Il da via
(TRZEBIATOWSKI et al., 1994; CHEN et al.,, 1995). A proteina CobT parece ter
multiplas atividades e atuar nas porg¢des Il e Ill da via (ROTH et al., 1996).

Outra mutagdes (cobA, cobB, cobC, cobD e cysG) foram localizadas, no entanto,
fora do operon principal. Estes genes parecem nao contribuir para a biossintese, mas
para a assimilacdo de precursores exogenos ou ainda desenvolver um papel
secundario em algum processo diferente da biossintese de novo. O operon cob,
portanto, contém apenas genes necessarios para a sintese de novo de vitamina B1,. Os

genes relacionados a cobalamina que se encontram fora do operon principal
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apresentam fungdes adicionais importantes quando Bz ndo esta sendo sintetizada de

novo, mas a exata funcao destes genes ainda nao foi esclarecida (ROTH et al., 1996).
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Figura 2. Viséo geral da via biossintética de vitamina B2 (ROTH et al., 1996)

2.2.8. Transporte de vitamina B,

A membrana externa das bactérias gram-negativas constitui uma barreira que
restringe a passagem tanto de nutrientes quanto de agentes toxicos (KADNER, 1977).
A maioria dos nutrientes que atravessa a membrana para o espacgo periplasmatico o faz
por difuséo através de poros especificos (CADIEUX et al., 2002).

O transporte de cobalamina para dentro da célula bacteriana possui dois
problemas (ROTH et al., 1996). Primeiro, o tamanho da molécula excede o limite para
passagem através dos poros da membrana externa das bactérias entéricas. Dessa
forma, a entrada de vitamina B4, requer um sistema especifico de transporte. O
segundo problema é que a cobalamina pode se apresentar em quantidades
extremamente baixas no meio ambiente (ROTH et al., 1996). Para transportar
quantidade significativa do cofator, este sistema de transporte pela membrana externa,
deve ser habil para encontrar vitamina B4, com alta afinidade e mové-la para o espaco
periplasmatico; a partir dai, outros sistemas devem passar a atuar e mové-la através da
membrana interna (Figura 3) (ROTH et al., 1996). E.coli tem sido o organismo modelo

para o estudo do mecanismo de transporte da cobalamina, uma vez que nao apresenta
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sintese de novo deste cofator, mas o requer para assistir algumas enzimas
(BRADBEER, 1991; CADIEUX et al., 2002).

O transporte através da membrana externa requer a proteina transportadora
BtuB que esta associada fisicamente a proteina TonB, um transportador trans-
periplasmatico substrato-especifico (KADNER & LIGGINS, 1973; BRADBEER, 1991;
LUNDIGRAN et al., 1991). Este sistema tem alta afinidade por vitamina B4, e derivados
dela como AdoCbl e cobinamide (BRADBEER et al., 1978; KENLEY et al., 1978). Sem
esse sistema, BtuB/TonB, Bi, penetra pela membrana externa com eficiéncia
extremamente baixa (ROTH et al.,, 1996). Uma vez ligada a proteina BtuB, a vitamina
B12 € movida para o periplasma em um processo dependente de energia e que requer
a proteina TonB, além disso, o co-transporte de calcio é requerido para a passagem de
Bi, através da membrana externa (BRADBEER & GUDMUNDSDOTTIR, 1990;
BRADBEER, 1993).

O transporte através da membrana interna, em E.coli, é realizado pelas proteinas
de membrana BtuC e BtuD (FRIEDRICH et al., 1986). Mutantes btuC e btuD, tem o
fendtipo corrigido quando ha um aumento sutil de vitamina B, externa (DI GIROLAMO
et al., 1971). BtuF é uma proteina periplasmatica com alta afinidade para se ligar a
cobalamina e que realiza o transporte através da membrana citoplasmatica (CADIEUX
et al., 2002). O gene btuF de E. coli e STM codifica um ligante periplasmatico para
cobalamina e uma proteina transportadora de cobalamina (CADIEUX et al., 2002). A
possivel fungcdo para BtuF é o auxilio na liberacdo de vitamina B1; ligada a BtuB. O
transporte de vitamina B4, do ambiente para o citoplasma segue cinco passos

sequenciais em E. colie STM (Figura 3).
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Figura 3. Transporte de cobalamina em E. coli e STM. Os numeros indicam a sequiéncia
de eventos. ROTH et al., 1996.

2.2.9. Reqgulacéo da biossintese de vitamina Bi;em STM.

O operon cob estad adjacente ao operon pdu no cromossomo de Salmonella
Typhimurium (Chen et al., 1995). Os dois operons sao induzidos por propanediol e
utilizam a mesma proteina regulatéria (PocR), o que indica que o principal papel da
vitamina By, em STM é suportar o catabolismo de propanediol (BOBIK et al., 1992;
CHEN et al., 1994). Estudos demonstraram que propanediol induz a transcricdo do
operon cob em células crescendo em fonte pobre de carbono (RONDON &
ESCALANTE-SEMERENA, 1992; CHEN et al.,1994). Mutagbes introduzidas entre o
operon cob e pdu eliminam a indugdo de ambos operons por propanediol(ROTH et al.,
1996).

Dois sistemas regulatérios (Crp/Cya e ArcA/ArcB) afetam o potencial de indugéo
dos operons cob e pdu (ESCALANTE-SEMERENA & ROTH, 1987; AILION et al., 1993).
Os dois operons sao ativados aerobicamente e anaerobicamente pela proteina Crp e
anaerobicamente por pela proteina ArcA. A indugdo maxima dos operons € vista
durante o crescimento anaerdbico de STM em fontes pobres de carbono, pois as
proteinas Crp e ArcA atuam aditivamente. O controle do regulon depende de cinco
promotores, todos localizados na regido central entre os operons cob e pdu, quatro
destes promotores sdo ativados pela proteina PocR (CHEN et al., 1995). Estes

promotores s&o ativados sempre que a proteina PocR e propanediol estdo presentes. O
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controle global dos dois operons & exercido por quantidades variaveis da proteina
PocR. O gene pocR é transcrito por trés promotores (P4, P2, P3) controlados pelas
proteinas regulatérias globais e por auto-indugdo (CHEN et al., 1995). A transcri¢cao de
P, & claramente auto-regulada por PocR, e em adigéo, requer a proteina ArcA, a qual
sinaliza redugéo no interior da célula (CHEN et al., 1995). O controle do promotor P4,
pode estar envolvido seja com a proteina Fnr (a qual responde a redugéo no interior
celular) seja com a proteina Crp (que responde a escassez de carbono e energia) em
adicao ao ativador PocR.

ROTH et al. (1996) propdem a seguinte analogia: considera-se que o regulon dos
operons cob e pdu apresente trés estados: no modo “desligado”, que seria durante o
crescimento aerdbico em glicose, todos os promotores estdo no nivel mais baixo; a
proteina reguladora PocR € produzida pela expresséo de niveis basais dos promotores
P4, P2 e Ppoc. O “regulon” em “modo de espera” € resultado do crescimento das células
sobre qualquer conjunto de condigdes globais de indugédo, mas sem propanediol. Estas
condicbes globais de indugdo seriam crescimento aerdbico em fontes pobres de
carbono e/ou crescimento sem oxigénio. Estas condigdes estimulam a expressao de
PduF e PocR, mas os operons cob e pdu permanecem n&o induzidos. As duas
proteinas induzidas no “modo de espera” (PduF e PocR) sdo necessarias para perceber
o propanediol. Se o propanediol aparece, os promotores P e P, sdo induzidos,
aumentando os niveis da proteina PocR, o regulon passa entdo ao modo “ligado” . Altos
niveis do complexo PocR/propanediol induzem a expresséo dos operons cob e pdu
(ROTH et al., 1996).

Este modelo de regulacdo sugere algumas coisas a respeito do papel da
vitamina B4, na fiosiologia de Salmonella spp. A indugé&o do operon cob por propanediol
e a co-indugao do operon pdu sugerem que a degradacao de propanediol poderia ser a
principal funcdo da cobalamina em Salmonella spp. (SAMPSON, 2004). O controle
global Crp/AMPc sugere que a vitamina B4, auxilia a prover uma fonte de carbono ou
energia compativel com a importadncia da vitamina B4, para a degradagdo de
propanediol. O controle por ArC (e talvez Fnr) sugere que sua expressao em

anaerobiose seja importante (ROTH et al., 1996).
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Independente dos mecanismos descritos até entdo, a transcrigdo do operon cob,
mas ndo do operon pdu € reduzida na presencga do produto final: adenosilcobalamina
(LUNDRIGAN & KADNER, 1989). Este mecanismo de controle partilha muitas
caracteristicas com aquele de repressdo do gene btuB (transporte de vitamina Bz
através da membrana externa) em resposta a AdoCbl. Este mecanismo de controle
esta ainda por esclarecer, mas parece utilizar uma sequencia de RNAm lider para
perceber AdoCbl e efetuar ambos controles, transcricional e traducional (LUNDRIGAN
et al., 1991; RICHTER-DAHLFORS et al., 1994). No operon cob de STM e no gene
btuB de E. coli, o controle da tradugéo do primeiro gene (cbiA) parece ser parte de um
mecanismo de controle integral (RICHTER-DAHLFORS & ANDERSSON, 1992;
RICHTER-DAHLFORS et al., 1994). Uma interacdo direta ocorreria entre o efetor
(AdoCbl) e o RNAm lider. Esta interagcdo induziria dobras no RNAm lider, que se
estabilizaria em forma de grampo, bloqueando o inicio da tradugdo da regido
codificadora adjacente. A seqiéncia nado traduzida poderia levar a mensagem de
término até um sitio dentro gene estrutural, exercendo assim, o controle transcricional
(LUNDRIGAN et al., 1991; ROTH et al., 1996).

2.2.10. Significado biolégico de vitamina B4, para Salmonella spp.

S. enterica pode obter AdoCbl por sintese de novo ou captar do ambiente (Jeter
et al., 1984). Pode também, transportar precursores corrindides tais como
hidroxicobalamina (HOCbI) e cianocobalamina e converté-los em Ado-Cbl
(ESCALANTE-SEMERENA et al., 1990).

Aproximadamente 1% do genoma da STM é dedicado a sintese ou importacao
de vitamina Bz, no entanto, mutantes defectivos na sintese de cobalamina n&o
apresentam defeitos no crescimento aerdbio ou anaerdbio sobre condigdes laboratoriais
(ROTH et al., 1996). Sao descritos até o momento, 26 genes envolvidos na sintese de
cobalamina e seis genes para importagdo (ROTH et al., 1993). Visto que o cromossomo
da STM abriga em torno de 4000 genes, 1% deste genoma é dedicado a aquisicéo de
vitamina B1,. Em adi¢do, o genoma inclui dois grandes operons que codificam enzimas

necessarias para a utilizacdo dependente de vitamina Bi, de propanediol e
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etanolamina. Juntos, estes operons parecem incluir 30 genes; se for incluido o gene
metH, um total de 63 genes estardo envolvidos na sintese e utilizagéo de vitamina B,
representando um enorme investimento genético (ROTH et al., 1993, 1996).

As duas principais vias catabodlicas que requerem vitamina B4, (propanediol e
etanolamina) parecem nao prover forte presséo seletiva para sua sintese, uma vez que
a sintese de vitamina B1, se da apenas em anaerobiose e a utilizagdo de etanolamina e
propanediol como fontes de carbono e energia s6 é possivel aerobicamente. E sabido
que nitrato e fumarato ndo atuam como aceptores alternativos de elétrons em
anaerobiose para etanolamina e propanediol. PRICE-CARTER et al. (2001)
demonstraram que tetrationato suporta o crescimento anaerébico em ambos os
substratos, no entanto, ndo se sabe sobre a disponibilidade de tetrationato ou outros
polissulfitos no organismo hospedeiro, de forma, que ndo se pode afirmar que o
tetrationato suporte o crescimento anaerdbico em propanediol ou etanolamina in vivo.

Para alguns pesquisadores esta claro que se 0s genes para sintese de vitamina
B12 em condi¢gdes naturais ndo estivessem sobre pressdo de selegdo, inevitavelmente
seriam perdidos por mutagbes cumulativas (ROTH et al., 1996). A manutencao de
tamanha colecdo de genes envolvidos na sintese e utilizacdo de vitamina B, requer
uma forte pressao seletiva imposta sobre populagbes naturais de Salmonella spp. e
relacionada ao estilo de vida desta bactéria. Considerando que fenétipos mutantes para
sintese de vitamina B, trabalhados em laboratério até o momento nao indicaram qual
selecdo poderia ser esta, acredita-se que esta pressdo seletiva esteja estritamente
relacionada ao parasitismo da Salmonella spp e sua relagdo com o hospedeiro. O
entendimento de como Salmonella spp. se desenvolve no hospedeiro daria subsidio
para o entendimento de quais fungbes a cobalamina desempenha neste processo.

Salmonella e E.coli sdo microrganismos relacionados, no entanto, E. coli ndo
sintetiza vitamina B1, de novo e também nado degrada propanediol. O sistema de
regulacdo do operon cob sugere que a utilizacdo vitamina Bi,-dependente de
propanediol, permanece até o momento como principal fator de selegdo para produgéo

da vitamina B1s.
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Salmonella enterica utiliza 1,2-Pd como fonte de carbono e energia por uma via
que requer coenzima B, (JETER, 1990). O principal produto da fermentacéo de duas
metilpentoses muito comuns, rhamnose e fucose é 1,2-Pd. (SAMPSON, 2004). A
habilidade para degradar 1,2-Pd pode conferir uma vantagem seletiva em determinados
nichos anaerébios como o trato intestinal do animal hospedeiro e o interior de
macroéfagos (LIN, 1987; OBRADORS et al., 1988). Ha evidéncias de que 1,2-Pd tem
participacao na patogénese de Salmonella. Estudos in vivo indicaram que a degradagéo
de 1,2-Pd seria importante para o crescimento de Salmonella em tecidos do hospedeiro
e estudos em camundongos mostraram que muta¢cdes em pdu diminuiram a viruléncia
das cepas mutantes em comparagao a cepa selvagem (Conner et al., 1998; Heithoff et
al., 1999).

Para a degradacédo de 1,2-Pd em STM séao requeridos 21 genes do locus pdu
que é adjacente ao operon cob (JETER 1990; CHEN et al., 1995). Ambos operons sao
controlados pelo sistema ArcA/ArcB durante o crescimento anaerdbico e pelo sistema
Crp/AMP ciclico sobre condigbes de déficit de carbono e energia, aerdbica e
anaerobicamente (ESCALANTE-SEMERENA & ROTH, 1987; AILION et al., 1993;
CHEN et al., 1995). Estudos recentes estabeleceram que a expressdo de genes
encontrados no operon pdu (pduA e pduC) foi diminuida pela metade em mutantes crsA
(LAWHON et al., 2003). A proteina CrsA é um regulador pos-traducional que controla a
expressao de genes da llha de Patogenicidade |, sistema de secrecao tipo Ill e operons
de sintese do flagelo (WEI et al., 2000; BAKER et al., 2002; LAWHON et al., 2003). A
Alteracdo negativa da expressao de csrA afeta a expressdo de genes da SPI-1 e
diminui a habilidade de bactérias mutantes de invadir culturas de células epiteliais
(LAWHON et al., 2003). A expressao de genes cob, cbi e de genes de utilizagdo de
etanolamina (eut) também é negativamente afetada em mutantes crsA (LAWHON et al.,
2003). A regulacédo de CsrA em Salmonella spp. parece seguir de perto, o controle de
fungdes especificas da bactéria, no ambiente intestinal, em especial aquelas envolvidas
com a viruléncia (LAWHON et al., 2003).
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I1l. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo Geral
Este trabalho foi elaborado para estudar a relagdo parasita-hospedeiro entre
mutantes de Salmonella sorotipos Gallinarum, Pullorum e Enteritidis contendo os genes

cobS e cbiA inoperantes.

3.2.  Objetivos especificos

Preparar mutantes de Salmonella sorotipos Gallinarum, Pullorum e Enteritidis
defectivos nos genes cobS e chiA.
Avaliar comparativamente o efeito deles in vivo, inoculando-os em aves

susceptiveis.
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V. MATERIAL E METODOS

4.1. Preparo dos mutantes

Foram preparadas cepas mutantes de Salmonella enterica subspecie enterica
sorotipos Enteritidis (SE), Pullorum (SP) e Gallinarum (SG) com alteragdo nos genes
cobS e cbiA oriundos de Salmonella Typhimurium (STM), conforme procedimento para
preparo de genes defectivos contidos no manual de técnicas de biologia molecular
(Sambrook & Russel, 2001) e no trabalho de Turner et al. (1998).

4.1.1. “Primers” utilizados

Foram desenhados “primers” para os genes chbiA e cobS. Aos “primers”
adicionaram-se sequéncias de nucleotideos relativas aos sitios de restricdo das
enzimas necessarias para que os mesmos pudessem ser incorporados aos plasmidios
e para a insercdo dos marcadores. Inseriu-se 0 gene de resisténcia a canamicina
(Kan) como marcador do gene chiA e o gene de resisténcia a espectinomicina (Spc')
como marcador do gene cobS.

Nos “primers” externos (1 e 4) adicionou-se a seqiéncia de bases para o corte pela
enzima Xbal (tctaga) (Gibco 15226), nos “primers” internos (2 e 3) adicionou-se a
seqléncia de bases para o corte pela enzima Kpnl (ggtacc)(Gibco 15232) para o gene
de resisténcia a canamicina (Kan) e pela enzima BamH| (ggatcc) (Gibco 15201) para o

gene de resisténcia a espectinomicina (Spc).

cobS

“Primer” 4: agtctagaacagacccagcagaaagatc
“Primer” 3: ccgctaggtaccctgctgaccggtggttttca
“Primer” 2: cagcagggtacctagcggaataccacaccagg

“Primer” 1. gagatctagaacgaatctgctgtttgcgct
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CbiA :

“Primer” 4: tgtctagacagccagtgctgcaacattt
“Primer” 3: gccattggtaccatacggtgatgttaaaacat
“Primer” 2: ccgtaaggtaccaatggcatttttgaggagct

“Primer” 1: catctagaaaggcatcacgcatttattc

4.1.2. Preparo do gene alterado (defectivo)

Inicialmente, foram produzidos dois fragmentos de cada gene, sendo o
fragmento A obtidos com os “primers” 1 e 2 e fragmento B obtido pelos “primers” 3 e 4.
Para obtencao desses fragmentos, empregou-se a técnica da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), tendo como substrato, cromossomo de Salmonella enterica sorovar
Typhimurium resistente ao acido nalidixico (STM Nal’). O termociclador foi preparado
com a seguinte programacéao: estagio 1: ciclo unico de 95°C/1minuto; estagio 2:
95°C/20segundos, 50°C/1minuto e 72°C/1minuto, repetidos 25 vezes; estagio 3: ciclo
unico de 72°C/5minutos.

As solugbes submetidas a PCR consistiam de:

50 yL de Mix (106 uL de H,O, 15 pL de 10X buffer, 15 yL de dNTP 100mM e 4,5 uL
MgCl, 50mM)

0,5 uL dos “primers” 1 e 2 ou 0,5 yL dos “primers” 3 e 4

0,4 uL de Taq DNA polimerase (500U)

0,4 yL de DNA cromossomico

Amostras dos dois fragmentos amplificados (A e B), de cada gene, foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose para anélise do tamanho dos fragmentos
obtidos (Aparelho: Consort E863, 600V 250mA, cuba Horizon 11-14 CE, Life
Technology). Utilizou-se 90 mL de gel composto por agarose a 1%, diluida em solucao
tampéo TAE (4,84g de TRIS base, 1mL de acido acético glacial, 2mL de EDTA 0,5M e
H,O qgsp 1000mL, pH 8,0) acrescido de 9 pL de solugédo aquosa a 1% de brometo de
etidio (Sigma E-4391). As amostras, mais o marcador de tamanho molecular (1L DNA

Gibco 1kb, 2uL de solucéo corante e 7uL agua destilada) foram submetidos a uma
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corrente elétrica de 80V por 1h e 30min. O gel foi colocado sob luz ultravioleta e
fotografado.

Apbs a constatacio na eletroforese de que se obteve os produtos desejados, as
solugdes obtidas foram purificadas em MicroSpin Columns S-400HR (Pharmacia
Biotech). Posteriormente, os fragmentos A e B foram unificados através da técnica da
PCR, utilizando-se as solugdes purificadas de DNA e os “primers” 1 e 4. A programacéao
descrita anteriormente foi mantida, alterando-se apenas o tempo de extensdo a 72°C,

de 1 min para 1min e 30s.

4.1.3. Insercido do gene no vetor p-Gem T

Antes de o gene defectivo ser introduzido de forma definitiva em cepas de SE
Nal’, SP Nal" e SG Nal (resistentes ao antibiético acido nalidixico), ele foi inserido em
plasmidios.

A primeira etapa consistiu da insercdo do gene defectivo no vetor p-Gem T
(Promega L 2001), conforme recomendacao do laboratério que o produz. Preparou-se
uma mistura contendo solu¢ao do p-Gem (0,5 pL), tampéo ligase (2,5 yL), solugéo do
gene amplificado por PCR (1,5 yL) e solucao de ligase (0,5 pL) (Invitrogen 15224-025),
a qual foi incubada a 23°C durante 3h. Em seguida, adicionou-se 2 uL dessa mistura a
50uL de uma suspensao de células de E. coli cepa JM109. Depois de permanecer 20
min em gelo, a suspensdo de células foi submetida a 42°C durante 50s, ficando em
repouso por 2 min em gelo. Acrescentou-se 950 uL do meio SOB (20,60g de triptona,
5g de extrato de levedura, 0,6g de NaCl, 0,19g de KCI, H,0 gsp 1000mL, pH 8,0), sendo
incubada a 37°C por 1h e 30 min. Decorrido este periodo, foi espalhada na superficie
de cinco placas contendo agar LB (agar Lennox L 22700-025 Invitrogen) adicionado de
solucédo de ampicilina (Amp) (100 pL/mL), X-gal (200 pL diluido em DMSO Promega V
3941) e IPTG (0,04g/mL H,O, Promega V3955). As placas foram incubadas a 37°C por
24h.

Bactérias provenientes de colbnias brancas, as quais supostamente continham o
vetor p-Gem T, foram submetidas a técnica da PCR, seguida de eletroforese, para

confirmacgao.
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A solugao submetida & PCR consistia de:
30,0 pL de Mix (920uL de Agua Ultra pura, 120uL de 10XTampé&o para PCR, 36uL de
MgCl,; 100mM ; 120uL de dNTP 100mM); 0,5 uL de “primer” M13F; 0,5 uL de “primer” 1;
0,4 uL de Taq DNA polimerase; Colbonia (+)

A programacdo do termociclador foi mantida a mesma, utilizada na etapa de

unificagcdo dos fragmentos.

4.1.4. Extracdo do vetor p-Gem T de E. coli JM109

Uma coldnia de E. coli JM109 com as caracteristicas desejadas, confirmada por

PCR, foi selecionada e inoculada em 10 mL de caldo LB, incubado a 37°C por 24h em
agitacdo. A cultura foi centrifugada a 4500rpm por 12min a 4°C. O sedimento foi
ressuspenso em 200 pyL de tampado TE (10Mm de TRIS e 1mM de EDTA, pH 8,0),
transferido a um microtubo, no qual acrescentou-se 400 pL de SDS (0,45g de SDS,
3mL de NaOH 3M). Apé6s misturar gentilmente, o tubo permaneceu em temperatura
ambiente por 2 min. Prosseguindo, acrescentou-se 400 uL de KOAc (3M KC;H,0,, 2M
HOAc e 1mM EDTA) gelado e ap6s misturar gentilmente, centrifugou-se a 4500rpm por
5min a 4°C. O sobrenadante foi transferido a outro tubo contendo 400 uL de
fenol/cloroférmio (Sigma p-2069). Apds nova centrifugagdo a 4500rpm por 5min a 4°C,
o sobrenadante foi transferido a outro microtubo, onde se adicionou 500 pL de
isopropanol, centrifugando-se novamente por 10min. A seguir, descartou-se o
sobrenadante e acrescentou-se etanol (70%). Apds a remogéo do etanol, o sedimento
foi ressuspenso em 50 pL de tampao TE contendo 0,9 pL de RNAase (Sigma R-5500) e
incubado a 37°C por 30 min, sendo posteriormente submetido a eletroforese em gel de

agarose.

4.1.5. Digestdo enzimatica

Nesta etapa, o produto unificado (A + B) foi preparado para receber o marcador
(gene de resisténcia ao antibiético). Os “primers” 2 e 3 foram desenhados contendo 6

bases relativas aos sitios de corte das enzimas BamHI (espectinomicina) ou Kpnl
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(canamicina). Os produtos A+B dos genes cobS e cbiA foram submetidos a digestao
enzimatica pelas enzimas BamHI e Kpnl, respectivamente.

As solugbes enzimaticas preparadas continham: 3uL da enzima; 4pL do
respectivo tampao da enzima; 23pL de agua ultra pura e SuL de DNA. A solugéo
enzimatica foi incubada a 37°C por 2h. Decorrido este periodo a digestdo foi
interrompida adicionando-se 1uL de solucdo de EDTA pH8 e purificada em coluna

(Quiagen) sendo em seguida submetida a eletroforese para avaliacao.

4.1.6. Adicdo do gene que confere a bactéria resisténcia ao antibidtico e

transformacéo do vetor p-Gem T em E.coli JM109.

Apés a digestao enzimatica, adicionou-se o marcador ao vetor p-Gem T. Para
tanto, 1,5 uL da solugdo do vetor mais 2,0 uL da solugéo do gene do marcador (Kan" ou
Spc'), permaneceram 3 min a 55°C e em seguida, 1 min em gelo, antes de receber 1L
de tampéo ligase e 0,5 pL de solugao de ligase (Invitrogen 15224-025) e ser incubado a
23°C por 3 h. Posteriormente, adicionou-se 2 puL dessa mistura a 50 yL de uma
suspensao de células de E. coli JM109 que permaneceu 20 min em gelo, sendo a
seqguir, submetida a temperatura de 42°C por 50s, voltando a permanecer em gelo por
2min. Apds receber 950uL do caldo SOB, foi incubada a 37°C por 1h e em seguida
despejada em 6 placas de agar LB contendo ampicilina (100ug/mL) mais canamicina
(30ug/mL) ou espectinomicina (50ug/mL). As placas foram incubadas a 37°C por 24h.

Colonias bacterianas resistentes a ampicilina (Amp') e canamicina (Kan") ou
Amp' e espectinomicina (Spc'), foram submetidas a técnica da PCR, para confirmagao.

As cepas de E.coli JM 109 Amp" e Kan' foram submetidas a técnica da PCR
utilizando-se os “primers” M13F + 19077, M13F + 19078, M13R + 19077 e M13R +
19078. Para os mutantes de E. coli JM109 Amp"e Spc', utilizou-se os “primers” M13F +
M13R e Spc IN. Os “primers” 19077 e 19078 identificam o marcador Kan" e o “primer”
SpcIN, o marcador Spc'.

4.1.7. Extracdo do vetor p-Gem T de E. coli JM109 e digestdo enzimatica
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O vetor p-Gem T foi novamente extraido de células de E. coli JM109 para nova
digestdo enzimatica a semelhanca do que foi feito anteriormente (4.1.4), exceto que
agora, tratou-se com 1uL da enzima Xbal (utilizando-se o tamp&ao desta enzima) todos
os genes. A solucdo obtida foi submetida a eletroforese em gel de agarose para
confirmar a agéo enzimatica.

Na etapa seguinte transferiu-se o gene defectivo para outro plasmidio (pJCB12).

4.1.8. Ligacio do gene defectivo no plasmidio JCB12

Para a insercdo do gene defectivo no plasmidio, misturou-se 2,5 pyL da solugéo
obtida apods digestdo enzimatica, com 1,0 yL da solu¢do do plasmidio JCB12, também
submetido a0 mesmo processo de digestdo enzimatica. Apds tratamento térmico a
55°C por 3min, a mistura permaneceu em gelo por 1min e adicionou-se 1,0 yL de
tampéo ligase e mais 0,5 pL de ligase (Invitrogen 15224-025). Apdés homogeneizacao,

a mistura foi incubada a 23°C por 2h, permanecendo a 20°C até o momento de uso.

4.1.9. Preparo de células de Escherichia coli DH5a

Preparou-se uma cultura de E. coli DH5a em caldo LB (Invitrogen 12780-052)
incubado a 37°C por 24h. Desta cultura, transferiu-se 1 mL para 100mL de caldo LB
incubado a 37°C por 3h em agitacdo. A cultura foi centrifugada a 4000rpm por 14 min q
4°C e o sedimento obtido foi ressuspenso em 50 mL de agua destilada, homogeneizado
e centrifugado a 3500rpm por 14 min a 4°C. O sedimento final foi ressuspenso em 80

WL de solucao de glicerol a 10% e mantido em gelo.

4.1.10. Eletro-transformacéio

A suspenséao de células de E.coli DH5a (80 uL) foi misturada com 4 pL da solugéo
do plasmidio, permaneceu 1 min em gelo e foi transferida para uma cuba de eletro-
transformacédo, a qual, foi submetida a corrente elétrica (aparelho gene pulse Biorad,
resisténcia 200 Kv, capacitancia 25 uFD). Em seguida, acrescentou-se 1 mL de caldo

LB e incubou-se a suspensao bacteriana a 37°C por 1h. Espalhou-se a cultura sobre
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placas de agar LB acrescido de cloranfenicol (20ug/mL) e canamicina (30ug/mL) ou
espectinomicina (50ug/mL), que foram incubadas a 37°C por 24 horas.

Assim como a resiténcia a ampicilina era a marca da presenga do vetor p-Gem T, a
resisténcia ao cloranfenicol € a marca do plasmidio JCB12.

Coldnias bacterianas resistentes a cloranfenicol (Cm'), Spc" ou Kan" e Amp®, foram
purificadas e submetidas a PCR e eletroforese em gel de agarose para confirmacéo.
S&o coldnias de E. coli DH5a contendo plasmidio JCB12 (Cm") com o gene (Kan' ou
Spc'), mas que ndo contém mais o vetor p-Gem T (Amp®).

A solucdo submetida a PCR consistia de: 30 uL de Mix (920uL de Agua Ultra pura,
120uL de 10X Tampéo para PCR, 36uL de MgCl, 100mM ; 120uL de dNTP 100mM);
0,5 pyL de “primer” 1; 0,5 yL de “primer” 4; 0,4 yL de Taq DNA polimerase (500U) e

Colbnia (+).

4.1.11. Transferéncia do plasmidio JCB12 (Cm' e Kan' ou Spc') para E. coli S17.1 A
pir.

Apéds a confirmacéo de que a cepa de E. coli DH5a adquiriu o plasmidio JCB12,
extraiu-se o plasmidio, contendo o gene defectivo e o seu marcador (Kan' ou Spc') para
transferi-lo a outra cepa de E. coli S17.1 A pir, conforme descrito no item 4.1.7 e 4.1.8)
Neste caso, misturou-se 4 pL da solugcdo do plasmidio com 80uL da suspensao de
células de E. coli S17.1 A pir, prosseguindo-se conforme descrito anteriormente, sendo
a cultura semeada em agar LB contendo cloranfenicol e canamicina ou
espectinomicina.

As colbnias bacterianas foram purificadas em agar LB acrescido dos discos dos
antibioticos cloranfenicol (30ug), ampicilina (25ug) e canamicina (30ug) ou
espectinomicina (50ug) e avaliadas pela técnica da PCR, conforme foi utilizado para E.
coli DH5a.

4.1.12. Conjugacdo do gene defectivo com as cepas receptoras de SGNal',
SPNal' e SENal'.
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O gene defectivo contido no plasmideo JCB-12 e hospedado em Escherichia coli
S17.1N pir, foi transferido para as cepas recipientes finais, resistentes ao acido
nalidixico, SGNal', SENal’, SPNal". Culturas de E. coli S17.1\ pir AcbiA Can" ou E.coli
S17.11\ pir  AcobS Spc’ e as cepas de Salmonella Nal', foram preparadas,
individualmente, em agar LB e incubados a 37°C. Com auxilio de uma alca
bacteriolégica, o crescimento das duas culturas (doadora e receptora) foram retirados e
depositados na superficie de placa de agar LB, onde foram misturados com
movimentos circulares de forma que os dois tipos celulares (E. coli S17.1\ pir e
Salmonella Nal') ficassem bem préximos, sendo as placas incubadas a 37°C por 90
min. Usando a alg¢a bacteriologica, o crescimento foi colhido e adicionado a 10 mL de
caldo LB, que foi espalhado, também com al¢a bacteriolégica, sobre a superficie de
outra placa de agar LB, contendo acido nalidixico (25ug/mL) e canamicina (30 pg/mL)
para cepas com o gene AchiA ou espectinomicina (50 ug/mL) para cepas com o gene
AcobS. As placas foram incubadas a 37°C por 24h. As colénias emergentes foram
semeadas em agar LB contendo discos impregnados com os antibiéticos: &acido
nalidixico (30ug), cloranfenicol (30ug) e canamicina (30ug) ou espectinomicina (25ug).

Colonias Nal, Kan' ou Spc" e Cm°®, foram submetidas a teste de aglutinagdo
frente ao antigeno somatico anti Fator 9 e a acriflavina.

Colonias O9(+), e acriflavina (-) foram submetidas a PCR para caracterizagao
definitiva do mutante desejado.

A PCR foi realizada utilizando-se os primers 1 e 4 de cada gene (AcobS ou
AchiA).

4.1.13. Transducao

O preparo do mutante contendo dois genes defectivos foi realizado através de
transducao utilizando o bacteri6fago @P22, que foi multiplicado na cepa selvagem
(Salmonella Nal'). Preparou-se uma cultura em caldo LB de uma cepa de Salmonella
Nal" a 37°C por 24h em agitagdo. Dessa cultura que continha aproximadamente 1,0 x
10° UFC/mL, retirou-se 1 mL, o qual foi inoculado em 10mL de um caldo LB,

juntamente com 1mL de uma solu¢ao de bacteriéfago. Apds incubagao a 37°C por 24h
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em agitacao, centrifugou-se a cultura a 4000rpm por 25min a 4°C. O sobrenadante foi
filtrado em filtro 0,45um (Millipore) e procedeu-se a contagem em agar LB com camada
de Salmonella Nal" .

As cepas contendo o gene defectivo: SGAcbiA, SEAchIA, ou SPAcbiA, foram
cultivadas em 10mL de caldo LB, incubadas a 37°C por 24h estaticamente. As culturas
apresentaram, em torno de 5,0x102UFC/mL. A essas culturas adicionou-se solugdo do
bacteriéfago @P22 na proporcao de 0,03 @P22/1 bactéria. A mistura foi incubada a
37°C/24h em agitacdo. A seguir, centrifugou-se o cultivo a 4000rpm por 20min a 4°C,
filtrou-se o sobrenadante (filtro Millipore 0,45um) e procedeu-se a contagem das placas
de lise do BP22 em agar LB com camada de SGAcobS, SEAcobS ou SPAcobS.
Posteriormente, a solugdo de bacteriéfago cultivada em cepas AcbiA foram
adicionadas as suas respectivas culturas: SGAcobS, SEAcobS e SPAcobS, preparadas
em agitacao a 37°C pro 24h, centrifugadas a 4000rpm por 20min e ressuspensas em
1mL do caldo LB. Essas cultura apresentaram, aproximadamente, 3,0x10° UFC/mL e
neste caso, a relagdo fago P22/Salmonella AcobS foi de 0,8/1,0. A mistura foi incubada
a 37°C por 30min estaticamente e depois espalhada em placas de agar LB contendo
acido nalidixico (25ug/mL) e canamicina (30ug/mL), que foram incubadas a 37°C por
24h.  Col6nias emergentes foram purificadas em agar LB contendo discos de
antibiogramas: acido nalidixico (30 ug), canamicina (30 pg ) e espectinomicina (25 ug)
sendo incubadas a 37°C por 24horas. As colbnias foram submetidas a técnica da PCR

para confirmacgéo dos resultados.

4.1.14. Caracterizacio final das bactérias recombinates

Apbs a realizagdo dos testes sorologicos preliminares para caracterizagao final das
cepas obtidas, procedeu-se ensaios com PCR e eletroforeses.

Preparo da amostra: 30 pL de Mix (920pL de Agua Ultra pura, 120uL de
10XTampéo para PCR, 36uL de MgCl, 100mM ; 120uL de dNTP 100mM); 0,5 pL do

“‘primer” 1; 0,5 uL do “primer” 4; 0,4 uL de Tag DNA polimerase e colénia bacteriana
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O termociclador foi preparado com a seguinte programacao: Estagio 1: 94°C/4min.
Estagio 2: 94°C/20s, 50°C/1min e 72°C/3min, repetidos por 24 vezes e estagio 3:
72°C/5min.

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose para analise do
tamanho dos fragmentos obtidos. O gel continha 90 mL de agarose a 1% diluida em
solugdo tampédo TAE e 9uL de solugdo aquosa a 1% de brometo de etideo. As
amostras, mais o marcador de tamanho molecular de 1Kb foram submetidos a uma
corrente elétrica de 80V. Apds 2 horas, o gel foi colocado sob luz ultravioleta e

fotografado.

4.2. Ensaios in vivo. Avaliagéo da infecgao
Os ensaios seguiram os modelos adotados por BERCHIERI Jr. et al. (2001a, b).
As aves foram criadas em baterias com agua e ragao ad libitum. Em todos os ensaios in
vivo, no momento da chegada das aves, colheram-se amostras de sangue para testes
sorolégicos visando a detecgcédo de anticorpos anti-Salmonella e amostras de mecénio

do interior das caixas, conforme ZANCAN et al. (2000) para pesquisa de Salmonella

Spp.

4.2.1. Salmonella Gallinarum AcobSAcbhiA: Avaliacdo da mortalidade

Para avaliar o comportamento do mutante SGAcobSAcbiA, comparativamente a
cepa original, utilizaram-se aves de variedade vermelha de linhagem comercial para
postura de ovos de mesa, susceptiveis ao Tifo Aviario. Para cada cepa (mutante e
selvagem) foram utilizados dois grupos contendo 20 aves cada. Aves de um grupo
receberam 0,5 mL de cultura da cepa selvagem ou da cepa mutante, preparada em
caldo LB incubado a 37°C/24h em agitacdo (Estas culturas continham,
aproximadamente 5,0x10® UFC/mL) e do outro grupo as mesmas culturas (selvagem ou
mutante) diluidas a 102, A inoculacéo foi realizada por via oral, no quinto dia de vida. As

aves foram observadas durante quatro semanas, registrando-se a mortalidade.

4.2.2 Salmonella Gallinarum AcobSAcbiA: Avaliacdo da infeccao sistémica.
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Conforme procedimento realizado no ensaio 4.2.1, 40 aves foram infectados com
o inoculo da cepa original e outras 40 com o inoculo da cepa mutante (os in6culos
continham em torno de 5,Ox108UFC/mL). Dois, 5, 7, 14, 21 e 28 dias pos-infeccao (dpi),
5 aves, de cada grupo, foram sacrificadas para a estimativa de Salmonella Gallinarum
em baco e figado.

As amostras de baco e de figado foram diluidas em solugéo salina (PBS pH 7,4)
na proporgcdo de 1:10, maceradas e diluidas decimalmente duas vezes em PBS. De
cada diluicdo foi retirado 0,1mL, despejado em agar verde brilhante contendo
novobiocina (1ug/mL) e acido nalidixico (20 pg/mL) (VBNN), que foi incubado a
37°C/24h. O numero de colbnias por grama de orgao foi transformado em logqy para
analise dos resultados. Na auséncia de crescimento, procedeu-se a enriquecimento das
respectivas amostras. Aos frascos contendo as amostras homogeneizadas em PBS
(1:10), adicionou-se igual volume de caldo selenito contendo novobiocina (0,04%)
(caldo SN), preparado em concentracao dupla. O frasco foi incubado a 37°C por 24h e o

seu conteudo foi semeado em VBNN, com incubagao a 37°C por 24h.

4.2.3. Salmonella Pullorum AcobSAcbiA: Avaliacdo da mortalidade.

Para avaliar o comportamento do mutante SPAcobSAcbiA, este, foi inoculado em
aves susceptiveis a infecgdo pelo agente da pulorose, comparativamente a cepa
original. Sdo aves de variedade vermelha de linhagem comercial para postura de ovos
de mesa. Estas aves foram utilizadas em experimento prévio (BERCHIERI Jr. et al.
2001a). Para cada cepa foi utilizado um grupo contendo 20 aves.

As aves receberam 0,1 mL de uma cultura preparada em caldo LB, incubado a
37°C por 24h em agitacdo (contendo em torno de 5,0x108UFC/mL). A inoculagao foi
realizada por via oral, no primeiro dia de vida. As aves foram observadas durante quatro

semanas, registrando-se a mortalidade.

4.2.4. Salmonella Pullorum AcobSAcbiA: Avaliacdo da infeccio sistémica

Conforme procedimento realizado no ensaio 4.2.3, 40 aves foram infectadas com

o indculo (contendo aproximadamente 5,0x10® UFC/mL) da cepa original e outras 40
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com o mutante. Dois, 5, 7, 14, 21 e 28 dias po6s-infecgéo (dpi), 5 aves, de cada grupo,
foram sacrificadas para a estimativa de SP em baco e figado.

As amostras de bago e de figado foram colocadas em solugéo salina (PBS pH
7,4) na proporcao de 1:10, maceradas e diluidas decimalmente duas vezes em PBS.
De cada diluicao retirou-se 0,1mL, despejou-se em agar verde brilhante contendo
novobiocina (1ug/mL) e acido nalidixico (20 pg/mL) (VBNN), que foi incubado a
37°C/24h. O numero de colbnias por grama de 6rgao foi transformado em logq, para
analise dos resultados. Na auséncia de crescimento, procedeu-se o enriquecimento das
respectivas amostras. Aos frascos contendo a amostra homogeneizada em PBS (1:10),
se adicionou igual volume de caldo selenito contendo novobiocina (0,04%) (caldo SN),
preparado em concentracdo dupla. O frasco foi incubado a 37°C por 24h e o seu

conteudo semeado em VBNN, com incubagao a 37°C por 24h.

4.2.5. Salmonella Enteritidis AcobS AcbiA: Avaliacdo da excrecdo fecal e

mortalidade.

Para avaliar o comportamento do mutante SEAcobSAcbiA, este, foi inoculado em
aves susceptiveis a infeccao por SE, comparativamente a cepa original. Foram
utilizadas aves de variedade branca e variedade vermelha de linhagem comercial para
postura de ovos de mesa. Estas aves foram utilizadas em experimento prévio
(FREITAS NETO et al., 2008)

Sessenta aves brancas foram divididas em dois grupos contendo 30 aves. Em
um grupo inoculou-se a cepa SEAcobSAcbiA e no outro a cepa SENal .Este
procedimento foi repetido com a linhagem vermelha. As aves receberam 0,1 mL de uma
cultura preparada em caldo LB, incubado a 37°C por 24h em agitagdo (contendo
aproximadamente 3,0x10°UFC/mL). A inoculacéo foi realizada pela via oral, no primeiro
dia de vida. As aves foram observadas durante quatro semanas, registrando-se a
mortalidade.

Durante as quatro semanas em que se observou as aves, duas vezes por
semana, procedeu-se a pesquisa da excrecgdo fecal de SE, por meio da colheita de

fezes cloacais com suabes estéreis de algodao. Os suabes foram colocados em tubos
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contendo 2mL de caldo SN. Apds agitacao, foram semeados em agar VBNN. Os tubos
e as placas foram incubados a 37°C por 24 horas. Na auséncia de crescimento no agar
VBNN, novamente, se semeou placas contendo agar VBNN com incubagéo a 37°C por
24horas.

4.2.6. Salmonella Enteritidis AcobS AcbiA: Avaliacio da infeccio sistémica.

Estes ensaios foram realizados com aves brancas e vermelhas conforme
descricéo no item 4.2.5, com grupos contendo 40 aves cada. As aves receberam 0,1
mL de uma cultura preparada em caldo LB, incubado a 37°C por 24h em agitacéo
(contendo aproximadamente 3,0x10°UFC/mL). A inoculacdo foi por via oral, no primeiro
dia de vida. Dois, 5, 7, 14, 21 e 28 dias pos-infecgéo (dpi), cinco aves, de cada grupo,
foram sacrificadas para a estimativa de SE em baco, figado e conteudo cecal.

As amostras de baco, de figado e de conteudo cecal foram pesadas e diluidas
em solucao salina (PBS pH 7,4) na proporcao de 1:10. As amostras de figado e bago
foram maceradas e o conteudo cecal foi homogeneizado. Em seguida, todas as
amostras foram diluidas decimalmente em PBS pH 7,4. De cada diluigdo foi retirado
0,1mL, despejado em agar VBNN, que foi incubado a 37°C por 24h. O numero de
colénias por grama de 6rgéo foi transformado em logso para analise dos resultados. Na
auséncia de crescimento, aos frascos contendo a amostra homogeneizada em PBS pH
7,4 (1:10), se adicionou igual volume de caldo selenito SN, preparado em concentragao
dupla. O frasco foi incubado a 37°C por 24 e o seu conteudo semeado em VBNN, com

incubacgao a 37°C por 24h.

4.3. Analise dos resultados

Dados relativos a mortalidade e excregao fecal foram analisados estatisticamente
pelo teste ndo paramétrico de Qui-Quadrado com nivel de significancia de 5%.

Contagens de Salmonella em 6rgaos e conteudo cecal foram transformadas em
logqo € estatisticamente analisados pelo teste de Tukey com nivel de significAncia de
5%.

4.4. Deteccao da produgao de vitamina B
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4.4.1.Ensaio qualitativo
A metodologia empregada para determinacao qualitativa das cepas produtoras

de Bi2 seguiu as recomendacbdes do Dr. James Warren da Universidade de Kent,
Inglaterra e do Dr. Fernando Sesma do Centro de Referencia para Lactobacillos
deTucuman, Argentina (comunicagao pessoal).

As cepas de SPNal’, SPAcobSAcbiA, SGNal', SGAcobSAcbiA, SENal',
SEAcobSAchiA, STMNal" e STM AcobSAcbiA foram cultivadas individualmente em
10mL de caldo LB a 37°C por 24h em agitacdo (100rpm). Essas culturas foram
utilizadas para o preparo de culturas em anaerobiose. Em 5 mL de meio minimo M9
(NaCl, NazHPO4, KH2PO4, NH4CI, Glicose, MgSO,4, CaCl,, CoCl, e casaminoacido livre
de vitaminas) com camada de 3mL de vaselina inoculou-se 0,1 mL das culturas
anteriores e incubou-se a 37°C por 24 horas. A seguir, as culturas foram semeadas em
“‘MacConkey agar B4, detection” suplementado com 1,2 propanediol e CoCl,6H,0, que
foi incubado a 37°C por 24horas para cepas de Salmonella Typhimurium e 48 horas
para as demais.

A presencga de sais biliares e do vermelho neutro como indicador de pH, nesse
meio, possibilita a diferenciagdo de cepas capazes de degradar 1,2Pd a propionato.
Quando o acido propidnico é produzido, os sais biliares sé&o precipitados. Em seguida,
ha absor¢cdo do vermelho neutro, transmitindo cor vermelha as colbnias. As cepas
incapazes de degradar 1,2Pd a acido propidnico se desenvolvem com coloragéo que

vai de palha a incolor.

4.4.2. Ensaio quantitativo
A deteccdo da quantidade de vitamina Bq, produzida pelas cepas de SPNal',

SPAcobSAcbiA, SGNal', SGAcobSAcbiA, SENal’, SEAcobSAcbiA, STMNal" e STM

AcobSAcbiA foi realizada pelo método de quimioluminescéncia Immulite 1000

Siemens®.
44.21. Preparacdo das amostras a ser submetida ao método de
quimioluminescéncia Immulite 1000 Siemens®.
A metodologia empregada foi descrita por Riaz et al., (2007) com modificagdes.

Culturas aer6bias das amostras foram preparadas em caldo LB e incubadas 37°C por
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24 horas em agitacdo (100rpm). Em seguida, iniciou-se a realizagdo dos cultivos
anaerdbios para producao de cobalamina. Adicionou-se 0,1mL de cada cultura a 5 mL
de meio minimo M9 com camada de 2mL de vaselina que foi incubado a 37°C/24h.
Prosseguindo, adicionou-se 0,1mL desta cultura a 5 mL de meio minimo M9 com
camada de 2mL de vaselina, incubado a 37°C/24. Cinco mililitros de cada
cultura foram transferidos para 50 mL de meio minimo M9 com camada de 10
mL de vaselina e incubado a 37°C/24h. As culturas foram centrifugadas a 4000rpm a
4°C/20min, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 10 mL de
PBS [0,2M] pH 5,5. Procedeu-se nova centrifugacdo a 4000rpm a 4°C/20min,
descartou-se o0 sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido em 5mL de PBS [0,2M]
pH 5,5 acrescido de 0,01%KCN. A solucao foi autoclavada por 15 minutos a 121°C e
depois de fria filtrada em filtro Millex 0,2um. O filtrado foi armazenado protegido da luz

até ser submetido ao imunoensaio de quimiluminescéncia Immulite 1000 Siemens®.

4.4.2.2. Teste Immulite 1000 Siemens®

O Immulite 1000 € um sistema de quimiluminescéncia que detecta Vitamina B1z
em um ensaio realizado por ligantes competitivos em fase sdlida, totalmente
automatizado. As amostras pré-tratadas s&o colocadas no microtubo de reagao, o qual
contém uma pérola recoberta por Vitamina Bi,. Ao microtubo é adicionado fator
intrinseco suino (HIF) e anticorpo monoclonal marcado com fosfatase alcalina anti-HIF
(anti-HIF MADb). A Vitamina B1, produzida pela bactéria e a Vitamina Bq, da pérola
competem pelo HIF. Uma fragdo da enzima marcada no anti-HIF MAb torna-se
complexada com HIF que se liga a Vitamina B4, da pérola. O substrato
quimiluminescente & adicionado e hidrolisado na presenca da enzima marcada. Esta
reacao gera um resultado que esta inversamente relacionado com a concentracao de
Vitamina B4, presente na amostra. O anti-HIF MAb usado neste ensaio é
especialmente produzido e selecionado para ligar-se ao HIF, sem interferéncia posterior

de ligar-se a Vitamina Bi».
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V. RESULTADOS

5.1. Preparo das cepas mutantes

Os eletroforagramas a seguir, compreendem os genes alterados presentes nas
cepas construidas neste trabalho. Foram obtidos mutantes de Salmonella Gallinarum
(figuras 4 e 5), de Salmonella Enteritidis (Figura 6) contendo os genes cobS e cbiA
alterados, mutantes de Salmonella Pullorum com delegdo individual (figuras 7 e 8) e
mutantes de Salmonella Pullorum com dele¢do dupla (figuras 9 e 10). Em todas as

figuras consta também a cepa selvagem de Salmonella com o gene original.

MW 1 2 3 4 5 6

Figura 4: Eletroforograma em agarose 1%. MW: marcador de tamanho molecular (1Kb
plus DNA Ladder Gibco). Bandas 1 a 4: fragmento AcobS Spec’ de SG Nal" (2964bp).
Bandas 5 e 6: fragmento cobS (original) de SG Nal" (994bp).
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MwW1 2 3 4 5 6 MW

Figura 5: Eletroforograma em agarose 1%. MW: marcador de tamanho molecular (1Kb
plus DNA Ladder Gibco). Bandas 1 a 4: fragmento AcbiA Kan' de SGNal" (1930bp).
Bandas 5 e 6: fragmento cbiA (original) de SG Nal" (1360).

Mw 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 6: Eletroforograma em agarose 1%. MW: marcador de tamanho molecular (1Kb
plus DNA Ladder Gibco). Bandas 1 e 2: fragmento AcobS Spec’ de SE Nal' (2964bp).
Bandas 3 e 4: fragmento cobS (original) de SE Nal' (994bp). Banda 5: Controle positivo
com STM F98 AcobS Spec’ (2964bp). Bandas 6 e 7: fragmento AcbiA Kan' de SE Nal'
(1930bp). Bandas 8 e 9: fragmento cbiA (original) de SE Nal' (1360bp). Banda 10 e 11:
Controle positivo com STM F98 AcbiA Kan" (1930bp).
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Mw 1 2 3 4 5 6 7 MW

Figura 7: Eletroforograma em agarose 1%. MW: marcador de tamanho molecular (1Kb
plus DNA Ladder Gibco). Bandas 1 a 5: fragmento AcobS Spec’ de SP Nal' (2964bp).
Bandas 6 e 7: fragmento cobS (original) de SP Nal" (994bp).

Mw 1 2 3 4 5 6

Figura 8: Eletroforograma em agarose 1%. MW: marcador de tamanho molecular (1Kb
plus DNA Ladder Gibco). Bandas 1 a 4: fragmento AcbiA Kan" de SP Nal" (1930bp).
Bandas 5 e 6: fragmento cbiA (original) de SG Nal" (1360bp).
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MW 1 2 3 4 5 6 738
Figura 9: Eletroforograma em agarose 1%. MW: marcador de tamanho molecular (1Kb

plus DNA Ladder Gibco). Bandas 6 a 8: fragmento AcobS Spec’ de SP Nal
AcobSAcbiA (2964bp). Bandas 3 e 4: fragmento cobS (original) de SP Nal (994bp).

1 2 3 4 5 Mw

Figura 10: Eletroforograma em agarose 1%. MW: marcador de tamanho molecular (1Kb

plus DNA Ladder Gibco). Bandas 1 a 3: fragmento AcbiA Kan" de SP Nal" AcobSAchiA
(1930bp). Bandas 4 e 6: fragmento cbhiA (original) de SP (1360bp).
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5.2. Resultados in vivo

5.2.1. Salmonella Gallinarum

A mortalidade causada por SG AcobS e/ou AcbiA foi avaliada (Tabela 1). Nos
grupos nos quais as aves foram desafiadas com culturas contendo 5,0x108UFC/mL, a
mortalidade acarretada pelas cepas contendo mutagbes simples foi similar a
apresentada pelo grupo controle (SGNal) (p>0,05). Nenhuma mortalidade foi
observada nas aves desafiadas com SG AcobSAcbiA (p<0,05). Nos grupos de aves
desafiadas com cultura contendo 5,0x10°UFC/mL as cepas com mutagdes simples
provocaram maior mortalidade que a apresentada pelo grupo controle (p<0,05).

A Figura 11 dispde os resultados da presenca de SGNal" e SG AcobSAchiA em
figado e baco de aves avaliadas por 28 dias po6s-infecgdo (dpi). Cinco aves de cada
grupo foram inspecionadas aos 2, 5, 7, 14, 21 e 28 dpi. A quantidade de SG
AcobSAcbhiA encontrada no figado e bago das aves foram muito inferiores e declinaram

muito rapidamente quando comparadas as contagens de SGNal" obtidas (p<0,05).
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5.2.2. Salmonella Enteritidis

A mortalidade causada por SE AcobS e /ou AcbiA, foi avaliada (Tabela 2). A
mortalidade causada pelas cepas de SEAcobS, SEAcbIA e SEAcobSAcbiA, foi similar
a acarretada por SENal' para ambas as variedades de aves de postura comercial
avaliadas (p>0,05).

A excregédo fecal de SE AcobSAcbiA e SENal" foi acompanhada mediante
suabes cloacais realizados duas vezes por semana (Tabela 3). A excrecao fecal de SE
AcobSAcbiA foi superior a excregdo fecal de SENal' nas duas variedades de aves para
postura comercial avaliadas (p<0,05).

As figuras 12 e 13 dispde os resultados relativos & presenca de SEAcobSAcbiA e
SENal" em figado, baco e contelido cecal de aves inspecionadas. As contagens de SE
AcobSAchiA e SENal" encontradas no figado e bago das aves foram similares
(p>0,05). A semelhanca das observacdes relativas & excrecéo fecal, maiores contagens
de SEAcobSAcbhiA foram encontradas no conteudo cecal de aves de ambas as
variedades avaliadas, quando compradas as contagens de SENal’, no entanto, houve
significado estatistico apenas para as médias do 5° e 14° dpi, para as aves de postura

comercial variedade vermelha (p<0,05).



54

Tabela 2. Mortalidade de aves para postura comercial, variedades branca (B) e
vermelha (V) desafiadas experimentalmente no primeiro dia de vida com cultura de SE
AcobSAcbiA, SE AcobS, SEAchiA em comparagdo com a cepa SENal.

Suabes positivos*

Cepa Variedade mortalidade*** % Figado# Conteudo cecal®
B 1a 5 22 102
SEAcobSAchiA

2b 10 5b 18b
B Oa 0 1@ 192

SEAcobS
\Y 3b 15 5b 17b
B Oa 0 12 202

SEAcbiA
V 2b 10 12¢ 18b
. B Oa 0 12 182

SENal

V 2b 10 6b 18b

**Grupos de 20 aves™® Aves restantes sacrificadas no 21° dpi para inspe¢éo de figado e contetudo cecal.

*Numeros seguidos de letras diferentes, para aves da mesma linhagem diferem entre si ()(2, p<0.05).

Tabela 3. Inspecédo da cloaca de aves comerciais para postura, desafiadas
experimentalmente no primeiro dia de vida com cultura de SE AcobSAcbiA e SENal',

mediante a utilizacdo de suabe.

Aves de variedade branca Aves de variedade vermelha
Cepas SEAcobSAchiA SENal' SEAcobSAcbiA SENAI

Dpi D E T D E T D E T D E T
1 1 1 1 2 2 4 1 0 1 1 4 5
3 7 5 12 2 2 4 26 1 27 8 7 15
7 13 4 17 18 4 22 22 2 24 13 1 14
10 15 15 30 16 9 25 11 15 26 11 10 21
14 19 8 27 11 4 15 22 3 25 15 6 21
17 0 15 15 2 9 11 5 8 13 7 8 15
21 10 2 12 2 6 8 2 6 8 5 6 11
24 6 7 13 3 0 3 4 2 6 6 3 9
28 7 4 11 0 6 6 2 8 10 2 5 7
TOTAL* 1382 98b 140a 118b

dpi: dias pés-inoculagdo; D: resultado positivo no plaqueamento direto; E: resultado positivo apds
eriquecimento; T: D+E; * Letras diferentes indicam diferenca estatistica para cada variedade de aves (xz,
p<0.05).
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5.2.3. Salmonella Pullorum
A mortalidade causada por SP AcobS e /ou AcbiA, foi avaliada (Tabela 4). A

mortalidade causada pelas cepas com alteragdes simples e dupla foi similar a
acarretada por SPNal" (p>0,05).

Na Figura 14, estéo os dados referentes a presenga de SP AcobSAcbiA e SPNal'
em figado, bago e conteudo cecal de aves inspecionadas por 28 dpi. Nao houve
diferengas (p>0,05) na quantidade de SPAcobSAchiA em relagcdo a quantidade de SP

Nal” em nenhum dos érgdos analisados.
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5.3. Deteccgéo de vitamina B».

5.3.1. Método quantitativo

A Tabela 5 dispbe dados quantitativos da producdo de cobalamina por
SEAcobSAchiA, STMAcobSAcbiA, SE Nal" e STM Nal', utilizando-se o teste Immulite
1000 Siemens®. As cepas AcobSAcbiA nado produziram Bq, detectavel pelo teste
utilizado, uma vez que apresentaram valores inferiores a 150pg/mL, limite inferior de
detecgdo do Immulite 1000. SE Nal" e STM Nal" produziram Bi, em quantidade
detectavel, sendo que SE Nal" apresentou limiar de producdo de Bi» superior ao de
STM Nal'.
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Tabela 5. Quantificagdo de vitamina B+ produzida por Salmonella, pelo teste Immulite
1000 Siemens®

Amostra Repeticao Dosagem (pg/mL) Média (pg/mL)
r T1 362
SE Nal T2 350 377,3
T3 418
. T1 <150
SEAcobSAchiA T2 <150 <150
T3 <150
r T1 262
STM Nal T2 261 241
T3 200
. T1 <150
STMAcobSAcbhiA T2 <150 <150
T3 <150
r T1 152
SP Nal To 150 154
T3 160
. T1 <150
SPAcobSAchiA T2 <150 <150
T3 <150
. T1 <150
SG Nal To <150 <150
T3 <150
SGAcobSAcbhiA T1 <150 <150
T2 <150

T3 <150
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4.3.2. Método qualitativo

Nas figuras 15, 16, 17 e 18 estédo as fotos onde se observa o crescimento das
cepas de SEAcobSAcbiA, STMAcobSAchiA, SPAcobSAcbiA, SGAcobSAcbiA, SENal',
STMNal’, SPNal' e SGNal' em Agar de MacConkey 1,2-Pd . Coldnias de
SEAcobSAchiA, STMAcobSAcbiA, SPAcobSAcbiA, SGAcobSAcbiA e SGNal'

apresentaram coloragdo palha evidenciando incapacidade de degradagdo de 1,2

propanediol (1,2Pd) a acido propibnico, pela auséncia de cobalamina. As colbénias de
SE Nal’, STM Nal'", SP Nal' apresentaram coloracéo vermelha evidenciando degradacao

de 1,2Pd pela presenca de cobalamina sintetizada pela bactéria.

Figura 15. Cultivo da linhagem de SENal’ produtora de vitamina Bi, e SENal
AcobSAchiA com a via de biossintese de By, inviabilizada pelas mutagbes geradas em

dois genes do operon cob.
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Figura 16. Cultivo da linhagem de STM Nal" produtora de vitamina B, e STM Nal’
AcobSAchiA com a via de biossintese de B, inviabilizada pelas mutagbes geradas em

dois genes do operon cob.

Figura 17. Cultivo da linhagem de SP Nal" produtora de vitamina B, e SP Nal'
AcobSAchiA com a via de biossintese de By, inviabilizada pelas mutagbes geradas em

dois genes do operon cob.
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Figura 18. Cultivo da linhagem de SG Nal' cepa selvagem e SG Nal" AcobSAcbiA com
a via de biossintese de B, inviabilizada pelas mutagbes geradas em dois genes do
operon cob.
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VI. DISCUSSAO

Os genes para sintese de novo de cobalamina por Salmonella Typhimurium,
estdo localizados em um unico operon, composto de 20 genes, 17 destes genes
correspondem a genes cbi (A-P) e os 3 genes restantes correpondem ao genes
cobUST. Dentro deste operon os genes estao agrupados em trés grupos de acordo com
a parte da via biossintetica em que atuam. Mutacdes nestes grupos de genes conferem
trés fenotipos diferentes: Cobl™ (genes cbi afetados) estes mutantes mantém a
habilidade de sintetizar vitamina B4, se o precursor Cobinamida (Cbi) for suprido;
Cobll™ (gene cobT afetado), mutantes na porgéo Il da via podem sintetizar vitamina B>
se o precursor Dimetilmensimidazole (Dmb) for suprido; e Coblll" (genes cobU e cobS
afetados), estes mutantes perdem a capacidade de ligar Cbi e Dmb e falham na sintese
de vitamina B, mesmo que ambos os precursores estejam presentes (JETER &
ROTH, 1987, ESCALANTE-SEMERENA et al., 1992).

A enzima CbiA cataliza o primeiro passo na sintese de Adenosilcobinamida em
S.Typhimurium e é responsavel por regulagcéo transcricional e traducional do operon
cob, sendo considerada uma enzima chave na via biossintética de cobalamina
(Fresquet et al., 2004). A enzima CobS é a unica enzima da via com localizagdo na
membrana celular e cataliza o ultimo passo da sintese de Adenosilcobinamida (Maggio-
Hall et al., 2004). Desta forma, cepas de Salmonella AcobSAchiA sido incapazes de
sintese de cobalamina. Esta incapacidade foi confirmada através de ambos os ensaios
empregados, Agar de MacConkey 1,2-Pd e Immulite.

Salmonella Typhimurium sintetiza cobalamina de novo apenas em anaerobiose
(JETER et al., 1984). Alguns pesquisadores tém extendido esta habilidade a todos os
sorotipos de Salmonella (ROTH et al., 1996; PRICE-CARTER et al., 2001). Neste
estudo n6és demonstramos através de dois testes que Salmonella Gallinarum nao
sintetizou cobalamina in vitro sobre condigbes anaerdbicas. No entanto, S. Gallinarum

mostrou requerer o cofator durante a infeccdo de aves. A cepa de S. Gallinarum
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AcobSAchiA nédo causou nenhuma mortalidade, tornou-se avirulenta para aves nas
duas concentragcbdes de indculo utilizadas, enquanto que a cepa selvagem causou
mortalidade de até 80% das aves. O potencial de invasdo e multiplicagédo em 6rgéos da
cepa de S. Gallinarum AcobSAcbiA também mostrou-se diminuido (p<0,05). Diante
destes resultados podemos postular que o operon cob opere apenas in vivo, durante a
infeccao das aves, ou que os genes cob nunca sdo induzidos para a sintese de novo,
mas que atuem regulando genes de viruléncia. Esta ultima hipdtese € suportada pelos
dados do sequenciamento do genoma da Salmonella Gallinarum cepa 287/91 a qual
mostrou perda na fungéo de genes relacionados a sintese de cobalamina (pocR, cobD,
cbiD, cbiC, cbiO) e utilizacdo de propanediol (pduG e pduQ). Acumulo de pseudogenes
relativos ao operon cob e pdu foi independentemente demontrado em S. Typhi, outro
sorotipo hospedeiro-especifico (THOMSON et al., 2008).

As reacbes conhecidamente dependentes de cobalamina como cofator em S.
Typhimurium nao justificam o largo investimento genético na biossintese e transporte da
vitamina B42. A enzima metionina sintetase (MetH) é redundante e a enzima queosina
sintetase é demonstradamente nao essencial. A utilizagdo de propanediol (1,2-Pd)
aparece, por tanto, como utlidade primaria para a cobalamina em S. Typhimurium
(JETER, 1990).

Propanediol € uma fonte de carbono e energia util e disponivel no trato
gastrointestinal de aves e mamiferos, pois € produzido durante o catabolismo
anaerobico de duas pentoses muito comuns, rhamnose e fucose, encontradas em
glicoconjugados do epitélio intestinal e parede de células vegetais (OBRADORS et al.,
1988). Propanediol & util como fonte unica de carbono e energia somente na presenca
de oxigénio, ou um aceptor de elétrons alternativo, no entanto, a cobalamina é
sintetizada de novo apenas sobre condi¢des anaerobicas de crescimento (JETER,
1990) e nitrato ou fumarato ndo atuam como aceptor alternativo de elétrons para 1,2-
Pd. Tetrationato pode desempenhar esta funcéo, mas a real disponibilidade dele para
S. Typhimurium no hospedeiro ndo estad clara (PRICE-CARTER et al., 2001). Na
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auséncia de oxigénio e um aceptor externo, 1,2-Pd atuaria apenas como fonte pobre de
energia fornecendo 1ATP por cada molécula, e nenhuma fonte de carbono.

A habilidade para degradar 1,2-Pd confere vantagem seletiva em nichos
anaerdbios como o trato gastrointestinal do hospedeiro e o interior de macrofagos (LIN,
1987, OBRADORS et al., 1988). Evidéncias estao disponiveis na literatura de que 1,2-
Pd exerce papel na patogénese da Salmonella. Utilzando tecnologia de expresséao in
vivo (IVET) CONNER et al (1998) demonstraram que a degradacéo de 1,2-Pd foi
importante para o crescimento da S. Typhimurium em tecidos do hospedeiro (modelo
murino). Através de ensaios de indice de competitividade, HEITHOFF et al. (1999)
verificaram que pdu, mas nao cob confere defeito de viruléncia em S. Typhimurium. O
locus pdu é localizado adjacente ao operon cob, ambos operons sao controlados
globalmente pelo mesmo sistema, aerobica e anaerobicamente, e ambos operons sao
induzidos por propanediol (BJORKMAN et al., 1996, CONNER et al., 1998). Deficiéncia
na capacidade de invasédo por STM contendo mutacao no “cluster” cob-chi-pdu foram
observadas em camundongos, demonstrando que este “cluster’” de genes aumenta a
capacidade de sobrevivéncia intracelular da Salmonella (KLUMPP & FUCHS, 2007). A
delecdo dos genes  AcobSAcbiA em S. Typhimurium reduziu parcialmente a
patogenicidade da cepa em aves de corte, reduzindo pela metade a mortalidade de
aves desafiadas com a cepa mutante em comparacgéo a cepa selvagem (SIERRA et al.,
2010).

Os resultados observados para S. Typhimurium AcobSAcbiA (SIERRA et al.,
2010) e para S. Gallinarum AcobSAcbiA, as quais apresentaram atenucao total e
parcial, respectivamente, ndo se assemelham aos obtidos com os mutantes de S.
Enteritidis e S. Pullorum AcobSAcbiA, os quais mostraram crescimento normal sobre
condicOes aerdbias e anaerdbias, e ambos mantiveram a habilidade de colonizar o trato
intestinal das aves e produzir infecgdo sistémica tao eficientemente quanto a cepa
selvagem (p>0,05). Em adicao, a excrec¢ao fecal e a colonizagdo cecal de S. Enteritidis
AcobSAchiA foi maior do que a provocada pela cepa de S. Enteritidis selvagem

(p<0,05), demonstrando maior potencial de colonizagao intestinal pela cepa mutante.
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S. Pullorum e S. Gallinarum sao patégenos hospedeiro-especifico de aves
enquanto que a S. Enteritidis € um sorotipo que apresenta variedade de espécies
hospedeiras. Esses trés sorotipos apresentam diferengas principalmente quanto as
caracteristicas de patogenicidade, embora sejam sorotipos monofiléticos (LI et al.,
1993). A real importancia da biossintese de cobalmina para estes trés sorovares néo é
clara, mas diferente. O estilo de parasitismo da S. Enteritidis em aves parece nao
requerer cobalamina. S. Pullorum e S. Gallinarum embora causem doengas com
caracteristicas muito distintas sdo consideradas muito similares quanto ao
relacionamento com a ave e comportamento fenotipico, diferenciando-se da S.
Enteritidis facilmente (BERCHIERI JR & FREITAS NETO, 2009). No entanto, se
considerarmos o requerimento de vitamina B1, S. Enteritidis e S. Pullorum mostraram-
se muito similares entre si e muito diferentes da S. Gallinarum.

Determinacdes genéticas e fatores ambientais regulam coordenadamente a
expressao dos genes induzidos in vivo (ivi), genes os quais, sd0 expessos pobremente
ou nao expressos em meios de cultivo, mas altamente expressos em tecidos
hospedeiros. O sitio hospedeiro nos quais ivi S&0 expressos prové sinais para o0s
microrganismos para possiveis fungdes de ivi nestes locais especifico. A fungcéo de
alguns desses genes podem mudar dependendo do contexto do animal, orgao, tipo
celular ou compartimento subcelular parasitado. Em relagdo ao operon cob podemos
verificar através deste trabalho que estes sinais foram uteis para S. Gallinarum, mas
nao para outros sorotipos de Salmonella. Sabidamente, sinais especificos na tonsila de
suinos induzem o operon cob de S. Typhimurium, como um requerimento para
sobrevivéncia na tonsila ou como um preludio para a passagem para dentro do trato
intestinal (HUANG et al., 2007). RYCHLIK & BARROW (2005) estudaram genes e
proteinas centrais para enfrentar o estresse envolvido nos mecanismo de colonizagao
intestinal na infecgdo por Salmonella Enteritidis e Typhimurium e afirmaram que esses
mecanismos nao necessariamente sao representativos para outros sorotipos.

Muitos estudos comparativos entre S. Gallinarum e outros sorotipos de

Salmonella tém mostrado diferencas em mecanismos celulares responsaveis por
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especificidade e adaptabilidade da S. Gallinarum ao hospedeiro (WALLIS et al., 1999,
WILSON et al., 2000, KAISER et al., 2000, WIGLEY et al., 2002, CHADFIELD et al.,
2003). A especializacao microbiana € acompanhada de perda ou aquisi¢cdo de genes as
quais permitem ao microrganismo ocupar determinado nicho. Dentro do contexto da
patogénese estas sequencias adquiridas ou perdidas favorecem o surgimento de um
novo estilo na natureza e compreenderdo fungdes favoraveis ao organismo no dado
ambiente. A adaptacédo ao hospedeiro, € concomitante com extensiva delecao de genes
(BOYD et al.,, 2003) e a aquisicdo de requerimentos nutricionais complexos como
observado para outros sorotipos adaptados a um unico hospedeiro, como a S. Typhi. O
glicogenio, por exemplo, tem um complexo papel na sobrevivéncia da Salmonella
através do prolongamento da infectividade em sorotipos que apresentam capacidade de
parasitar uma variedade de hospedeiros, € um papel menor na viruléncia e colonizagéo
destes sorotipos (MCMEECHAN et al., 2005). S. Gallinarum e S. Pullorum ndo estocam
glicogenio sobre condicdes testes (JIN et al., 2005). A perda da capacidade de sintetizar
glicogénio € um exemplo de acumulacao de pseudogene por patdégenos hospedeiro-
especifico e indicativo de que esta funcado n&o é mais requerida devido a especializagao
de nicho.

Salmonella enterica € a Unica especie bacteriana que inclui exemplos de ambos
patotipos, promiscuos e adaptados. Ha um consenso entre os pesquisadores de que
deve haver pressdo de selecdo para manutencédo da sintese de vitamina B4, e esta
deve variar com a forma de parasitismo do organismo. Escherichia coli ndo apresenta
operon cob completo e parece pertencer a um nicho no qual a sintese de novo de
cobalamina n&o €& necessaria. Porphyromonas gengivalis parece ter perdido a
habilidade de sintetizar B4, e grupos heme, por ocupar um nicho rico nestes nutrientes,
nesta espécie, a auséncia de pressdo de selecdo para manter a sintese destes
nutrientes, fez com que muitos genes do ramo dos tetrapirrois fossem perdidos dando
lugar a um elaborado sistema de absorcédo (ROPER et al., 2000). Mas, em S.
Enteritidis e S. Typhimurium a habilidade de sintetizar B4, deve ser fortemente

selecionada para que o operon ainda se mantenha com todos os genes ativos. Quanto
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a S. Pullorum, esta ndo teve seu genoma seqiienciado até o momento, de forma, que
nada podemos inferir sobre os genes do operon cob.

Se faz necessario buscar pelo momento em que o operon cob é induzido (e se é
induzido) em S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Gallinarum e S. Pullorum, para que
assim tenhamos uma idéia sobre a real importancia da cobalamina, se esta € usada
para invasao, colonizagdo, multiplicacdo, sobrevivéncia no macréfago ou evasao da

resposta imune.
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VII. CONCLUSOES

Dentro do modelo experimental adotado, concluiu-se que:

— Os mutantes de Salmonella Gallinarum, Pullorum e Enteritidis construidos

sdo incapazes de sitetizar cobalamina in vitro em anaerobiose.

— A delecao dos genes cobS e cbiA tornou a cepa de Salmonella Gallinarum

avirulenta para as aves.

— A delegédo dos genes cobS e cbiA em Salmonella Enteritidis e Pullorum

nao alterou a relagéo parasita-hospedeiro destes sorotipos com as aves.
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