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AVALIAGAO DA PATOGENIA DE ESTIRPES DE Salmonella enterica SUBSP.
enterica SOROTIPO GALLINARUM BIOVAR GALLINARUM COM OS GENES
RESPONSAVEIS PELA EXPRESSAO DE FLAGELO ATIVOS

RESUMO - O tifo aviario € uma doenca sistémica provocada por Salmonella enterica
subsp. enterica sorovar Gallinarum biovar Gallinarum (SG), bactéria que ndo possui
flagelos. Acredita-se que por nao produzir flagelos, SG seria pouco reconhecido pelo
sistema imune. Deste modo provocaria inflamacdo de menor intensidade na
mucosa, atravessando as barreiras intestinais com mais facilidade e assim
desencadeando enfermidade sistémica severa. Com intuito de investigar essa
hipotese, em estudo prévio, construiu-se um mutante de SG capaz de produzir
flagelos (SG Fla®) o qual desencadeou resposta imune pro-inflamatéria em células
de cultivo, além de ter sido menos patogénico para as aves que a estirpe selvagem
de SG. No entanto, notou-se que SG Fla® tende a interromper a producdo de
flagelos apds dois ou mais cultivos consecutivos em meio sélido, tornando-se
fenotipicamente aflagelado (SG Fla’). O presente estudo teve por objetivo comparar
a patogenicidade de SG Fla®, SG Fla” e SG para aves susceptiveis ao tifo aviario. No
primeiro experimento, as taxas de mortalidade provocadas pelas estirpes e excregao
fecal das mesmas foram avaliadas. Enquanto que no segundo ensaio, avaliou-se a
capacidade de colonizagao cecal, invasao das estirpes em figado e bago e ainda a
presenca e intensidade de lesdes macro e microscopicas em o6rgdos. SG Fla*
provocou mortalidade inferior as estirpes aflageladas, quando utilizou-se o inéculo
diluido (10° UFC). Os resultados da excrecdo fecal demonstram que SG Fla* foi a
estirpe mais excretada. Péde-se observar que SG e SG Fla” foram recuperadas do
contetido cecal em quantidades mais elevadas que SG Fla®. SG e SG Fla™ foram
isoladas mais cedo e em maiores quantidades que SG Fla® em figado e baco. No
figado verificou-se hepatomegalia, degeneragao, congestao, alteragcdes na coloragao
(amarelo-esverdeado a esverdeado), reatividade linfoide e areas de necrose
multifocais. No bago havia esplenomegalia, congestao, focos de necrose na polpa
branca e deplecado linfocitaria. Na bolsa cloacal notou-se deplegédo linfoide e
infiltrados polimorfonucleares. Na mucosa e submucosa do ceco foi observado
edema, dilatagao de vasos linfaticos e na mucosa havia atrofia de vilosidades. Todos
estes achados foram mais pronunciados em aves inoculadas com SG Fla” e SG. A
reatividade linfoide no parénquima hepatico foi mais intensa em aves desafiadas
com SG Fla*. Ao que tudo indica a sintese de flagelos n&o foi estimulada em SG Fla”
durante a infecgdo de aves. Sendo assim, SG Fla  apresentou patogenicidade
semelhante & estirpe selvagem sendo mais patogénica que SG Fla”.

Palavras-chave: aves, flagelo, patogenia, reversdo de fendtipo, Salmonella
Gallinarum.
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EVALUATION OF PATHOGENESIS OF STRAINS OF Salmonella enterica
SUBSP. enterica SEROVAR GALLINARUM BIOVAR GALLINARUM WITH
ACTIVE GENES RESPONSIBLE FOR FLAGELLA EXPRESSION

ABSTRACT - The fowl typhoid is a systemic disease of chickens caused by
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Gallinarum biovar Gallinarum (SG), a
microorganism that does not produce flagella. It is suggested that due to the absence
of flagella SG is poorly recognized by the bird immune system. As a result, just a mild
inflammation is induced in the gut mucosa, favoring the development of a severe
systemic infection. In order to investigate this hypothesis, in a previous study, a
mutant of SG capable of producing flagella (SG Fla*) was constructed. This mutant
was able to trigger mRNA pro-inflammatory cytokines e chemokines in cultured cells
and was less pathogenic to birds than the wild type strain. However, it was noticed
that SG Fla® trends to stop flagella production after culturing two or more times on
solid medium, becoming non-flagelated (SG Fla’). The present study aimed at
comparing the pathogenicity of SG Fla*, SG Fla” and SG to birds. In the first
experiment, mortality rates caused by strains and fecal excretion were evaluated. In
the second assay, the ability of strains in colonizing the ceca and invading liver and
spleen were compared. In addition to this, the presence and intensity of macroscopic
and microscopic lesions in organs were evaluated. When inoculated in the lower
amount (10° CFU) SG Fla* provoked less mortality than the non-flagellate strains.
The results of fecal excretion indicate that SG Fla* was more excreted than the other
strains. It was observed that SG and SG Fla” were recovered from cecal contents in
higher amounts than SG Fla®. SG Fla” and SG were isolated earlier and in higher
amounts from liver and spleen. In the liver degeneration, congestion, changes in
color (greenish-yellow to greenish), lymphoid reactivity and multifocal areas of
necrosis were noticed. Spleen was enlarged and congested; foci of necrosis in the
white pulp and lymphoid depletion were also observed in this organ. In cloacal bursa
was noticed polymorphonuclear infiltrates and lymphoid depletion. In ceca was
observed edema of mucosa and submucosa, dilation of the lymphatic vessels and
villous atrophy. All these findings were more pronounced in birds inoculated with SG
and SG Fla". The lymphoid reactivity in the hepatic parenchyma was more intense in
birds challenged with SG Fla®. Apparently the flagellar synthesis was not stimulated
in SG Fla during infection of birds. The pathogenicity of SG Fla” was similar to the
wild type strain; both SG and SG Fla” were more pathogenic than SG Fla™.

keywords: poultry, flagellum, pathogenicity, phenotype reversion, Salmonella
Gallinarum.
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1. INTRODUGAO

O género Salmonella € composto por micro-organimos capazes de provocar
enfermidades nos animais e zoonose de origem alimentar. Tendo em vista os
prejuizos econdbmicos que podem acarretar, os programas de biosseguranga para
prevenir ou controlar a presenca destas bactérias em aves de exploragao comercial,
recebem atencgao especial.

Estdo descritos mais de 2600 sorotipos de Salmonella spp., o sorotipo
Salmonella Gallinarum possui duas variantes, os biotipos Salmonella Gallinarum
(SG) e Salmonella Pullorum (SP) que séo responsaveis por duas enfermidades
sisttmicas nas aves, o tifo aviario e a pulorose, respectivamente. Os demais
sorotipos podem acometer as aves causando o paratifo aviario.

O tifo aviario e a pulorose sao doencgas consideradas sob controle em paises
desenvolvidos, mas ainda estdo presentes nos paises em desenvolvimento, sendo
diagnosticadas principalmente em areas de produgdo de aves de postura,
provocando alta mortalidade e morbidade, quedas de produgéo, além de gastos com
medicamentos e medidas de controle, incluindo as vacinas.

Os biotipos SG e SP tem em comum a auséncia de flagelos. Parece que este
fato contribui para a severidade das enfermidades sistémicas que provocam. As
bactérias conseguiriam passar pelas barreiras intestinais, sendo pouco reconhecidas
pelo sistema imune. Assim sendo, produziriam uma inflamagdo de menor
intensidade na mucosa intestinal, evitando o reconhecimento pelo hospedeiro e
facilitando a invasao de 6rgaos internos.

Salmonella Enteritidis (SE) € um dos sorotipos que causam o paratifo aviario.
E genotipicamente semelhante aos biotipos SG e SP. Uma das caracteristicas que o
diferencia desses biotipos, € a presenca de flagelos, uma estrutura que tem um
importante papel na inducao de producao de interleucinas pré-inflamatérias, além de
poder estar envolvida na colonizagao intestinal.

No caso dos sorotipos flagelados, ha reconhecimento da flagelina, um
mondmero proteico que compde o filamento do flagelo, por receptores Toll Like de
namero 5 (TLR-5), que estdo localizados na regido basolateral dos enterdcitos.



2

Quando ativados, esses receptores induzem a producao de citocinas e quimiocinas
pré-inflamatérias que intensificam a reagao inflamatoria na mucosa intestinal. Como
consequéncia, ocorreria diminuicdo da severidade da infec¢ao sistémica.

A auséncia de flagelos em SG tem sido considerada uma adaptacdo do
micro-organismo ao hospedeiro e uma das razdes para sua agressividade. SG € um
patdégeno que possui importancia em avicultura em razdo dos prejuizos econémicos
que provoca. Estudos que ajudem a compreender a relagdo hospedeiro-parasita e a
elucidar os mecanismos de patogenicidade da bactéria podem contribuir para
melhoria de programas de prevencgao e controle do tifo aviario.

Em um estudo realizado por esse grupo de pesquisa foi possivel produzir, por
métodos moleculares, uma estirpe de SG capaz de expressar flagelos (SG Fla*) em
condicbes especiais de cultivo. Apds a infeccdo experimental de aves observou-se
que SG Fla® provocou mortalidade inferior, em comparagéo ao que foi observado no
grupo infectado pela estirpe selvagem. Ao que tudo indica, a estirpe mutante
apresentou grau de atenuacéao, devido a presenca de flagelos. Ainda foi observado
que em cultivo celular, a expressao génica de CXCLi2, IL-6 e iINOS foi maior em
células epiteliais infectadas com a estirpe mutante de SG Fla® quando comparado a
estirpe selvagem.

A expressdo de flagelos em SG Fla® pode ser observada em a&gar
semissolido. Entretanto, quando o mutante é cultivado em agar nutriente por duas
vezes consecutivas, tende a interromper a produgao de flagelos, tornando-se um
mutante fenotipicamente aflagelado (SG Fla’). A capacidade de producdo da
estrutura permanece inalterada e foi comprovada com o cultivo de SG Fla” em agar
semissolido, condigdo em que o mutante volta a produzir flagelos.

O presente trabalho destina-se a estudar se o mutante SG Fla’, mesmo sendo
capaz de produzir flagelos, se comportaria como a estirpe mutante de SG Fla®, que
sofreu certo grau de atenuagao, ou como a estirpe selvagem de SG que ¢é altamente

patogénica para as aves.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etiologia e Taxonomia de Salmonella spp.

Os micro-organismos do género Salmonella pertencem a familia
Enterobacteriaceae, sdo bastonetes Gram-negativos, nao esporulados, aerdbicos ou
anaerobicos facultativos. Em sua grande maioria sdo moveis, devido a presencga de
flagelos peritriquios, embora os biotipos SP e SG sejam imoveis (SHIVAPRASAD,
2000; GAST, 2008; BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).

Os membros do género Salmonella fermentam a glicose e outros agucares e
descarboxilam aminoacidos (lisina e ornitina); multiplicam em caldo nutriente simples
e em meios seletivos (caldo ou agar) para enterobactérias, como caldo selenito e
agar verde brilhante. O ambiente ideal para a multiplicacdo desses micro-
organismos varia entre 35 - 43°C e pH entre 7,0 e 7,5 (SHIVAPRASAD, 2000;
BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).

O género Salmonella é composto por duas espécies, Salmonella enterica e
Salmonella bongori, sendo que a espécie enterica é dividida em seis subspécies: S.
enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S.
enterica subsp. diarizonae, S.enterica subsp. houtenae e S.enterica subsp. indica
(GRIMONT; WEILL, 2007). Atualmente estdo descritos mais de 2600 sorotipos, dos
quais, 1547 encontram-se na subsp. enterica (GUIBOURDENCHE et al.,2010). Entre
eles, estdo os principais causadores das salmoneloses aviarias e cerca de 90 estao
envolvidos em infecgdes alimentares em humanos (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS
NETO, 2009). Na classificagao atual, os biotipos SP e SG por terem suas formulas
antigénicas semelhantes, sdo considerados variantes do sorotipo S. Gallinarum
(antigenos somaticos O: 1, 9, 12) (GRIMONT; WEILL, 2007).

A nomenclatura do género segue o0 esquema proposto por Popoff, Bockemunhl
e Hickman-Brenner (1996). Assim, para exemplificar, o biotipo SG deve ser descrito
como: Salmonella enterica subspecie enterica sorotipo Gallinarum biotipo
Gallinarum, ou de forma simplificada Salmonella Gallinarum (S. Gallinarum)
(BRENNER et al., 2000; GRIMONT; WEILL, 2007).



2.2 Salmoneloses aviarias

As salmoneloses aviarias sdo enfermidades provocadas por bactérias do
género Salmonella. Quando infectam as aves podem causar trés enfermidades
distintas; o tifo aviario, causado pelo biotipo SG, a pulorose cujo agente € o biotipo
SP e o paratifo aviario, causado por qualquer Salmonella spp. que ndo sejam os
biotipos SP e SG (SHIVAPRASAD, 2000; BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO,
2009).

SG e SP provocam doencas sistémicas, podendo ocasionar a morte do
hospedeiro sem causar comprometimento intestinal severo, sendo que n&o ha
relatos de envolvimento em infecgdes alimentares em seres humanos. Os sorotipos
envolvidos no paratifo aviario ndo possuem hospedeiros especificos, colonizam de
forma eficiente o trato entérico, podendo ou nao causar infecgao sistémica e estao
comumente envolvidos em infec¢des alimentares em seres humanos (BERCHIERI
JUNIOR et al., 2001; BARROW, 2007; FOLEY; LYNNE; NAYAK, 2008; SETTA et al.,
2012).

Alguns fatores podem influenciar a colonizagao intestinal de sorotipos que
causam o paratifo aviario. Dentre estes, destaca-se a viruléncia da estirpe, a
imunidade do hospedeiro, o estresse (decorrente de fatores ambientais, transporte e
doencas subclinicas), a exclusdo competitiva, a qual micro-organismos colonizam o
intestino e competem com outras bactérias, o pH estomacal, entre outros
(BARROW, 2007; FOLEY; LYNNE; NAYAK, 2008).

A enfermidade sistémica provocada por SG e SP pode ser dividida em trés
fases distintas. A primeira fase se caracteriza por invasao do trato gastrointestinal.
Na segunda, ocorreria a internalizagao da bactéria por células do sistema fagocitario
mononuclear e consequente disseminagdo da mesma pelo organismo. Na ultima
fase o micro-organismo é destruido pelo sistema imune, ou consegue se multiplicar
causando a morte da ave. No entanto, em alguns casos, principalmente observados
em infeccbes persistentes por SP, o sistema imune destréi quase todos os micro-
organismos, mas uma pequena parte persiste em macrofagos do baco e a ave se

torna portadora. Quando a ave passa por uma imunossupressao, como por exemplo,
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no inicio da postura, facilita a ocorréncia de nova disseminagdo sistémica
(CHAPPELL et al., 2009).

Existem duas hipbteses para explicar a persisténcia de SP em aves. Uma
delas seria que a auséncia de expressdo do MHC por alguns macrofagos infectados
faria com que os mesmos ndo fossem reconhecidos pelas células T CD8"
(CHAPPELL et al., 2009). Outra possibilidade seria que a principal resposta induzida
por SP seria do tipo Th2, a qual é caracterizada por ativagao de linfécitos B, elevada
producdo de anticorpos e fraca resposta imune celular, sendo essa a principal
resposta envolvida na eliminagao de patdégenos intracelulares (SETTA et al., 2012).

A maioria das informacdes sobre doencga sistémica provocada por salmonela
e a resposta imune do hospedeiro baseiam-se em modelos experimentais com
camundongos infectados com Salmonella Typhimurium (STM). Nem sempre esses
resultados podem ser extrapolados para outro modelo animal. Sendo assim, ha
necessidade de mais pesquisas com aves para compreensao do tifo aviario, pois a
maioria dos estudos com esses animais utilizam salmonelas paratificas (BARROW,
2007).

2.3 Tifo aviario

2.3.1Distribuicao e epidemiologia

O tifo aviario € uma enfermidade de distribuicdo mundial. Nos paises
desenvolvidos, como Estados Unidos e Canada, a doencga esta sob controle, devido
a programas nacionais de sanidade avicola (OIE, 2012). A doenca ainda é um
grande problema em paises que tém intensificado sua produgcdo avicola
recentemente e/ou paises tropicais, os quais apresentam dificuldade na aplicacéo de
praticas adequadas de manejo e sanidade (BARROW, 1993; SHIVAPRASAD, 2000;
BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).

SG acomete principalmente galinhas e perus, embora outras aves como
faisbes, codornas, pardais, papagaios, também sao susceptiveis (SHIVAPRASAD,
2000; BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009). O micro-organismo ¢é altamente

patogénico, provoca infeccao sistémica e acomete de forma severa aves de



6

qualquer idade, causando mortalidade de 40 a 80% do lote. O patégeno pode atingir
toda a cadeia produtiva (aves de corte, galinhas poedeiras e aves reprodutoras).
Portanto, medidas de controle como a eliminacdo de aves infectadas, o destino
correto das carcagas, além de limpeza e desinfecgdo da granja devem ser adotadas
(BARROW, 1993; PORTER JUNIOR, 1998; BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO,
2009).

A principal via de transmissdo de SG € a horizontal, embora existam alguns
relatos antigos de transmissao vertical (BEACH; DAVIS, 1927; BEAUDETTE, 1930).
Aves gravemente acometidas pelo tifo aviario aumentam a excregdo de SG e
consequentemente a transmissao para outras aves. Medidas de higiene ineficientes,
presenca de moscas, aves silvestres e roedores contribuem para disseminacao de
SG em propriedades avicolas. Veiculos que transitam nas granjas e nao recebem
desinfeccdo adequada, pessoas que trabalham nas propriedades avicolas, bem
como aves mortas e canibalismo sdo fatores importantes na transmissao do tifo
aviario (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).

2.3.2 Patogenia

Geralmente as infecgbes por SG em aves se iniciam por via oral. O organismo
da ave possui barreiras quimicas e fisicas que, juntamente com o sistema imune,
previnem e, caso necessario, combatem a infecgcdo por SG. O acido cloridrico
presente no proventriculo e moela reduz o pH dessas regides, inviabilizando a
sobrevivéncia do micro-organismo. No entanto, logo apos a ingestdo do alimento,
ocorre elevacdao do pH e essa barreira quimica deixa de existir (BERCHIERI
JUNIOR; FREITAS NETO, 2009; CHAPPELL et al., 2009)

Com base nos estudos sobre a doenca sisttmica em camundongos
infectados com STM, acredita-se que o quadro da infeccao seja semelhante a SG.
Sendo assim, SG invade os enterdcitos, penetrando no epitélio intestinal ou no
tecido linfoide localizado nas placas de Peyer e tonsilas cecais (CHAPPELL et al.,
2009; BARROW; FREITAS NETO, 2011; SETTA et al., 2012). Tem sido sugerido
que a auséncia de flagelos em SG resulta na nao ativacao de TLR-5 e consequente

indugdo de resposta imune pré-inflamatéria de menor intensidade na mucosa
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intestinal durante o processo de invasdo, o que favorece o desencadeamento da
infecgéo sistémica (CHAPPELL et al., 2009; FREITAS NETO et al., 2013).

Ao penetrar no intestino, SG atinge a lamina prépria e entdo é fagocitada por
macrofagos e heterofilos (CHAPPELL et al., 2009). Gracas a capacidade de sintese
de estruturas complexas, SG é capaz de resistir a destruicdo pelos fagocitos
(JONES et al., 2001). Durante a infecgdo, macréfagos infectados atingem a
circulacgao linfatica e atuam como transportadores de SG para diversos 6érgados como
figado e bago (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).

A resposta imune adaptativa do tipo Th1, com elevados niveis de interferon
gama (INF-y), é a responsavel pela destruicdo de SG presentes nos tecidos
(WIGLEY et al., 2002; WIGLEY et al., 2006). O INF-y atua nos macrofagos, que
dessa forma ativa a enzima NADPH-oxidase responsavel por produzir os
intermediarios reativos de oxigénio (radicais livres), potentes antimicrobianos
capazes de destruir as bactérias presentes nos fagossomos. Outra fungdo dessa
molécula é ativar células do complexo de histocompatibilidade de classe | (MHC 1),
as quais sao responsaveis por apresentarem os antigenos bacterianos aos linfocitos
T citotoxicos CD8" para que estes destruam as células infectadas (CHAPPELL et al.,
2009). De outro modo, quando a resposta imune adaptativa € insuficiente, ocorre a
proliferacdo do micro-organismo, provocando muitas vezes, a morte do animal
(FREITAS NETO et al., 2007).

A capacidade de SG invadir células do intestino e sobreviver no interior de
macrofagos deve-se a regides do genoma bacteriano denominadas ilhas de
patogenicidade (SPI — “Salmonella Patogeniticy Islands”) (JONES et al., 2001;
MORGAN, 2007). O sistema de secrecao do tipo trés (SSTT) codificado pela ilha de
patogenicidade de numero 1 (SPI-1) tem a finalidade de injetar proteinas efetoras no
citoplasma celular, reorganizando o citoesqueleto das células epiteliais e facilitando
a invasao do epitélio intestinal. A ilha de patogenicidade de niumero 2 (SPI-2) contém
genes que codificam outro tipo de SSTT, o qual é necessario para a sobrevivéncia
de SG no interior dos macréfagos. A SPI-2 atuaria na inativagao da enzima NADPH-
oxidase, evitando a morte de SG por intermediarios reativos de oxigénio (HACKER
et al., 1997; HENSEL, 2000).
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Aves de linhagens leves sdo geralmente mais resistentes a SG, enquanto que
aquelas de linhagens pesadas e semi-pesadas sao consideradas susceptiveis
(FREITAS NETO et al., 2007). A resisténcia a infecgdo bacteriana sistémica em aves
estd relacionada a capacidade dos macréfagos em controlar e destruir o micro-
organismo presente no seu interior (BUMSTEAD; BARROW, 1993; WIGLEY et al.,
2002). Estudos demonstram que macrofagos oriundos de aves de linhagens
resistentes a infeccdo bacteriana sistémica sdo capazes de produzir maiores
quantidades de radicais reativos de oxigénio gerados pela enzima NADPH-oxidase.
Essas células também sdo capazes de produzir citocinas e quimiocinas proé-
inflamatdrias mais rapidamente e em niveis mais elevados quando comparados aos

de macrdéfagos isolados de aves susceptiveis (WIGLEY et al., 2006).

2.3.3 Sinais clinicos e alteragoes anatomopatolégicas

O tifo aviario € uma doencga sistémica aguda ou cronica. A manifestacao
clinica nas aves caracteriza-se por apatia, anorexia, desidratagao, diarreia amarelo-
esverdeada a esverdeada e queda na producdo. Geralmente o curso da doencga é
de cinco a sete dias, mas pode se prolongar por mais tempo. Aves sobreviventes
podem se tornar portadoras transitérias (SHIVAPRASAD, 2000; OLIVEIRA;
BERCHIERI JUNIOR; FERNANDES, 2005; FREITAS NETO, et al., 2007)

Durante o quadro agudo, pode-se observar congestdo e
hepatoesplenomegalia. O figado se torna fridvel, de coloragdo amarelo-esverdeada
a bronzeada e com pontos amarelo-esbranquicados, sugestivos de necrose, e
hemorragicos (FREITAS NETO et al, 2007; GARCIA et al, 2010).
Microscopicamente podem ser observadas necrose multifocal e degeneragao
vacuolar dos hepatocitos. Ja o bago se torna hemorragico e com areas de necrose
multifocal. Na doenca de curso mais longo € possivel notar hidropericardio e a
presenca de pontos amarelo-esbranquicados esbranquigcados no coragao, baco,
pulmao, rins, moela, pancreas, duodeno e algumas vezes no ceco (SHIVAPRASAD,
2000; BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009; GARCIA et al., 2010).



2.4 Estrutura e motilidade do flagelo

Flagelo é uma estrutura pertencente as bactérias moveis, responsavel pela
locomogéao, que pode estar envolvido na colonizagao intestinal e na patogenidade de
algumas bactérias como STM e SE (ALLEN-VERCOE; WOODWARD, 1999b; DIBB-
FULLER; WOODWARD, 2000).

O flagelo pode ser encontrado em bactérias Gram-negativas (bastonetes) e
Gram-positivas (bastonetes e cocos), sendo caracterizado segundo o numero e
arranjo celular como: monotriquios (um flagelo em um polo); anfitriquios (um flagelo
em cada polo); lofotriquios (tufo de flagelos em um ou ambos os polos); e
peritriquios (flagelos por toda a célula bacteriana) (CHEVANCE; HUGHES, 2008;
AIZAWA, 2009).

Nas bactérias Gram-negativas, o flagelo possui estrutura complexa que
consiste em trés partes: o filamento, o gancho e o corpo basal. O corpo basal se
encontra aderido a superfie celular, o filamento e o gancho estdo localizados
externamente a membrana celular (HARSHEY, 2003; AIZAWA, 2009).

O filamento é constituido por protofilamentos de subunidades de flagelina,
dispostos paralelamente formando um cilindro oco (CHEVANCE; HUGHES, 2008).
As porg¢des inicial e final da flagelina sdo altamente conservadas e estao envolvidas
na interagdo com receptores de reconhecimento padrdao (PRRs) do hospedeiro.
Enquanto que a porg¢ao central € uma regiao hipervariavel, mesmo entre espécies ou
subspécies do mesmo género. Desse modo, muitos sorotipos de Salmonella spp.
sado sorologicamente diferenciados pela regido hipervariada da flagelina (AIZAWA,
2009).

As bactérias moveis possuem receptores em varias localizagdes, podendo
estar dentro ou logo abaixo da parede celular. Quando captam estimulos positivos
ou negativos, passam informagdes para os flagelos. O movimento de uma bactéria
para se aproximar de um ambiente favoravel ou para se afastar de um desfavoravel
€ denominado taxia, que pode ser quimica (quimiotaxia) ou luminosa (fototaxia)
(MACNAB, 1992).
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2.5 O reconhecimento do flagelo e a interagcao com o sistema imune

O sistema imune inato possui receptores capazes de reconhecer padrbes
moleculares associados a patogenos (PAMPs). A capacidade do sistema imune
reconhecer e responder aos componentes bacterianos e virais, como LPS, flagelina,
lipoproteina e acido nucleico, tem sido atribuida a uma familia de proteinas
transmembrana presentes em células do sistema imune e epiteliais, denominadas
receptores “Toll-like” (TLR). Quando esses receptores sdo ativados, estimulam a
producdo de citocinas e quimiocinas necessarias para o desencadeamento da
resposta imune (MEDZHITOV, 2001; AKIRA; TAKEDA, 2004; CHEN et al., 2009)

Os receptores citoplasmaticos “NOD-like” (NLRs) presentes em algumas
células, como linfécitos e células apresentadoras de antigenos (APCs), também
estdo envolvidos no reconhecimento de PAMPs e no controle de patdégenos
intracelulares. Esses receptores participam da regulagado de sinais do fator nuclear
kappa B (NF-kB), na producgéao de interleucina 1B (IL-18) e na morte celular (CHEN
et al., 2009).

Quando patégenos penetram a barreira fisica do epitélio, os TLRs
reconhecem os respectivos PAMPs desencadeando, dessa forma, a produgao de
proteinas adaptadoras como MyD88 (“Myeloid differentiation primary response gene-
88”) e TRIF (“TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f”) as quais ativam
a via de sinalizagdo de MAPK (“Mitogen-activated protein kinases”) e NF-kB,
resultando na indugdo de mediadores proé-inflamatérios e antimicrobianos como IL-6,
TNF-a (Fator de necrose tumoral-a) e IL-1B (KAWAI; AKIRA, 2006; CHEN et al.,
2009). Para complementar a defesa do hospedeiro, receptores NLRs utilizam como
uma das vias de ativagao a caspase-1, que induz secregao de IL-1B e IL-18. A
interagao entre os receptores TLRs/NLRs com seus respectivos PAMPs é importante
no desencadeamento de respostas imunes contra patdégenos invasores (MIAO et al.,
2007; STEINER, 2007)

A flagelina, monémero proteico que constitui o flagelo, € um PAMP detectado
pelo sistema imune inato, sendo reconhecida por receptores TLR-5 em meio
extracelular e no citoplasma por receptores NLRC4 (MIAO et al., 2007; CHEN et al.,
2009). Ambos identificam regides conservadas da flagelina, porém em locais
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diferentes. TLR-5 s&o especificamente ativados pela flagelina, enquanto que a
ativacdo de NLRC4 ocorre durante o reconhecimento de bactérias que expressam
flagelina e também outros fatores de viruléncia, como o sistema de secregao tipo
trés (CHEN et al., 2009). Gewirtz et al. (2001) demonstraram que durante a infeccao
por Salmonella spp. ocorre o transporte de flagelina por meio de vacuolos até a
superficie basolateral da monocamada de células do epitélio intestinal, onde TLR-5
estdo localizados, induzindo resposta inflamatéria. Posteriormente, comprovou-se
que esse transporte seria dependente de uma vesicula produzida por genes
presentes na SPI-2 (STEINER, 2007). Além disso, foi observado por meio de um
estudo com a estirpe de STM, que a flagelina que ativa os receptores do sistema
imune é sintetizada quando o micro-organismo entra em contato com moléculas de
lisofosfolipideos  produzidas pelas células intestinais do  hospedeiro
(SUBRAMANIAN; QADRI, 2006). Entretanto, existem alguns autores que
consideram que a ativagao dos receptores ocorre no momento de despolimerizacao
do flagelo ou pela quebra da estrutura, liberando monémeros de flagelina (MIAO et
al., 2007).

Outro receptor relacionado ao reconhecimento da flagelina, pertencente a
mesma familia Toll like, porém de numero 11, foi identificado recentemente em
camundongos. O TLR-11 age independente do TLR-5 e também é um indutor de
resposta imune inata e adaptativa. Entretanto, esse receptor esta ausente em
humanos e ainda nao foi descrito em aves (MATHUR et al., 2012; SHI et al., 2012).

Os TLR-5 estao presentes em diferentes tipos de células, como por exemplo,
células epiteliais do intestino e macrofagos. No caso de infecgdes por estirpes
flageladas de Salmonella spp., os TLR-5 dos enterécitos sao ativados e
desencadeiam uma resposta imune pro-inflamatéria rapida na mucosa intestinal.
Isso ocorreria em decorréncia da producdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatdrias, entre elas IL-1B, IL-6 e CXCLi2 as quais possuem a fung¢ao de recrutar
neutrofilos, linfocitos, macrofagos e células dendriticas (DC) para o local da invasao
(IQBAL et al., 2005; SUBRAMANIAN; QADRI, 2006). A flagelina ainda é capaz de
ativar receptores de células T e DC, desencadeando resposta imune adaptativa
(STEINER, 2007).
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As informagdes sobre interagdes entre receptores do hospedeiro e a flagelina
sdo originarias de modelos experimentais com mamiferos ou de estudos in vitro com
cultivo de células epiteliais infectadas com STM (GEWIRTZ et al.,, 2001,
SUBRAMANIAN; QADRI, 2006). Nao se sabe até que ponto tais informag¢des podem
ser utilizadas para o entendimento da patogenia das salmoneloses aviarias.

Desse modo, é importante a realizacdo de estudos com aves para melhor
compreensao da resposta imune desencadeada durante a infecgcéo por sorotipos de

Salmonella spp.
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3.0BJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar se o mutante SG Fla” se comportaria do mesmo modo que a estirpe
mutante de SG Fla®, a qual & parcialmente atenuada, ou como a estirpe selvagem,
de alta patogenicidade para as aves.

3.2 Especificos

Inocular as estirpes SG Fla® e SG Fla™ e a estirpe selvagem de SG em aves

susceptiveis ao tifo aviario para:

3.2.1 Comparar a mortalidade entre as aves desafiadas com as diferentes estirpes;

3.2.2 Analisar a infecgao sistémica por meio de contagem bacteriana em conteudo

cecal, baco e figado;

3.2.3 Avaliar lesdes macro e microscopicas provocadas em ingluvio, figado, baco,

bolsa cloacal, tonsilas cecais e ceco;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Bactérias

Foram utilizadas a estirpe selvagem de Salmonella Gallinarum (SG) 287/91
(THOMSON et al.,, 2008), a qual foi utilizada para a constru¢do das estirpes
mutantes SG Fla” e SG Fla” (FREITAS NETO et al.,, 2013). As bactérias foram
mantidas a "80°C na bacterioteca do Laboratério de Ornitopatologia do
Departamento de Patologia Veterinaria, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista - campus de Jaboticabal (UNESP —
FCAV).

4.2 Aves

No ensaio in vivo foram utilizadas aves de cinco dias de idade, susceptiveis
ao tifo aviario de linhagem comercial para postura de ovos vermelhos. No momento
da chegada das aves, foram colhidas amostras de mecdnio do interior das caixas
para pesquisa de Salmonella spp., conforme a metodologia descrita por Zancan et
al. (2000). Os suabes foram colocados em frascos contendo caldo selenito (OXOID:
CM 395), adicionado de novobiocina a 0,04 % (SN). Apds incubacédo a 37 °C/ 24
horas, os caldos foram semeados em placas contendo agar verde brilhante (VB)
(OXOID: CM0263), que foram incubadas a 37 °C/ 24 horas.

As aves foram alojadas em baterias de cria em ambiente climatizado,

recebendo agua e ragao ad libitum.

4.3 Cultivos de SG Fla* e SG Fla™ e preparo dos inéculos de SG, SG Fla* e SG
Fla

A estirpe mutante de SG Fla* (armazenada em freezer -80 °C) foi semeada
em placa de Petri contendo agar de Luria Bertani (LB) (DIFCO: 240110) e incubada

a 37°C/ 18 horas. Uma colénia de SG Fla*, com ajuda de um estilete estéril, foi
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inoculada em agar semissolido contendo uma solugdo a 0,9 % de caldo infusdo de
coragao (OXOID: CM1032) e 0,25 % de agar LB. Ap6s a incubagéo do agar a 28 °C/
24 horas, tocou-se cuidadosamente a borda do crescimento bacteriano na superficie
do agar semissélido utilizando estilete estéril para inocula-la em um frasco estéril
contendo 10 mL de caldo de Luria Bertani (LB) (DIFCO: 240230), o qual foi incubado
a 37 °C/ 24 horas sem agitacao, sendo este usado como inéculo.

Para obtencdo do fenotipo de SG Fla’, a cultura de SG Fla® em caldo LB foi
sucessivamente (trés vezes) inoculada em um novo recipiente contendo caldo LB,
incubado a 37 °C/ 24 horas em agitagdo (100 RPM). O ultimo cultivo de SG Fla” em
caldo LB foi utilizado como inéculo.

O inéculo contendo a estirpe selvagem de SG foi preparado em caldo LB e
incubado a 37 °C/ 24 horas em agitagédo (100 RPM).

As culturas continham, aproximadamente, 5 x 10® UFC/ mL. A estimativa foi
feita seguindo o modelo adotado por Miles, Misra e Irwin (1938). Uma aliquota da
cultura foi diluida decimalmente em 0,9 mL de solugao salina, pH 7,4 (PBS) na
proporcao de 1:10. De cada diluigao foi retirado 0,1 mL, e semeados em agar VB
contendo novobiocina (1 pg/ mL) e acido nalidixico (20 ug/ mL) (VB Nal/ Nov), que
foram incubadas a 37 °C/ 24 horas. O resultado foi o numero de colénias por mL

(UFC/ mL) transformado em log1o.

4.3.1 Detecgiao da motilidade de SG Fla* e do estado estatico de SG Fla

Ap0s o preparo dos indculos, a motilidade de SG Fla* e o estado estatico de
SG Fla” foram verificados por microscopio de luz. Para isso, 25 uL de cada cultura
foram aliquotados e despejados na superficie de uma |amina de vidro. A gota foi
cuidadosamente coberta com uma laminula. Posteriormente, adicionou-se uma gota
de 6leo de imersao sobre a laminula para verificar, em objetiva de 100x, a
movimentagdo das células bacterianas. Foram realizados videos para comprovar a

motilidade ou estado estatico dos mutantes.
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4.4 Ensaios in vivo. Avaliagao da patogenia

O ensaio in vivo seguiu 0 modelo adotado por Freitas Neto et al. (2007) e foi
realizado no Laboratério de Ornitopatologia no Departamento de Patologia
Veterinaria da UNESP-FCAV.

4.4.1 Delineamento experimental

4.4.1.1 Experimento 01: Avaliagao da mortalidade e excregao fecal

As aves foram separadas em grupos de acordo com as estirpes e doses
utilizadas. Para cada estirpe (SG selvagem, SG Fla®, SG Fla’) foram utilizados dois
grupos contendo 30 aves cada, totalizando seis grupos experimentais (A1, B4, C4, Ao,
B,, C2) (Tabela 1). No quinto dia de vida, aves de trés grupos receberam oralmente
0,2 mL de uma cultura contendo aproximadamente 5,0 x 102 UFC/ mL e aves dos

outros grupos receberam a mesma cultura diluida a 10,

Tabela 1. Grupos de animais desafiados com SG, SG Fla* e SG Fla™ no quinto de
vida para avaliagao de sinais clinicos, excregao fecal e mortalidade.

Quantidade de
Estirpe Grupos Dose do inoculo o
animails
SG Aq 1x108 UFC/mL 30
SG Fla* B, 1x108 UFC/mL 30
SG Fla oF 1x108 UFC/mL 30
SG A, 1x10% UFC/mL 30
SG Fla* B, 1x10% UFC/mL 30

SG Fla C, 1x10% UFC/mL 30




17

Para a avaliacdo da excrecao fecal foi pesquisado a presenca de SG, SG
Fla®, SG Fla nas fezes, nos momentos 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias pos-infecgéo (dpi),
por meio da colheita de fezes cloacais com suabes estéreis de algoddo. Os suabes
foram colocados em frascos contendo 2 mL de caldo SN e incubados a 37 °C/ 24h.
Apoés a incubacgao, as culturas foram semeadas em placas contendo agar VB Nal/
Nov e incubadas a 37 °C/ 24h.

As aves foram observadas durante quatro semanas, registrando-se os sinais
clinicos e a mortalidade. As aves sobreviventes foram submetidas a eutanasia aos
28 dpi para a avaliacdo das alteragdes macroscopicas e pesquisa da bactéria
inoculada em figado, bago e conteudo cecal. Os exames bacteriolégicos consistiram
de suabe do parénquima hepatico, esplénico e de conteudo cecal. Os suabes foram
colocados em frascos contendo 2 mL de caldo SN e incubados a 37 °C/ 24h. Apds a
incubacéo, a cultura foi semeada em placa contendo agar VB Nal/ Nov e incubada a
37 °C/ 24h.

4.4.1.2 Experimento 02

Neste ensaio foram utilizadas a estirpe selvagem (SG) e as mutantes (SG
Fla® e SG Fla’). 150 aves foram distribuidas em trés grupos de 50 animais cada. No
quinto dia de vida, aves de cada grupo (D, E e F) receberam oralmente 0,2 mL de
culturas puras de SG, SG Fla* e SG Fla, respectivamente, como pode ser
observado na Tabela 2. Um grupo controle (G) contendo 30 aves foi mantido
separadamente com a finalidade de comparar possiveis lesbes macro/microscopicas
observadas em aves desafiadas.

Em cada intervalo de tempo estabelecido, cinco aves de cada grupo foram
submetidas a eutanasia para analisar a infec¢ao sistémica, por meio de contagens

bacterianas e exame macro e microscopico de orgaos.
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Tabela 2. Grupos de aves ndo desafiadas e desafiadas com SG, SG Fla* e SG Fla™ no
quinto de vida para avaliacdo da infecgao sistémica.

Grupos Dose do in6culo Quantidade de animais
D 1x10° UFC/mL 50
E 1x10® UFC/mL 50
F 1x10® UFC/mL 50
G N&o receberam inéculo 30

4.41.2.1 Avaliagao da infecgao sistémica

Foram realizadas contagens bacterianas em amostras do conteudo cecal e de
fragmentos de figado e bago. As amostras foram colhidas nos momentos 6, 12, 24 e
48 horas pos-infecgao (hpi), 5, 7, 14, 21 e 28 dpi.

As amostras de conteudo cecal, bago e figado foram colocadas em solugao
salina tamponada (PBS), pH 7,4, na propor¢do de 1:10, maceradas e diluidas
decimalmente em 0,9 mL de PBS. De cada diluicao foi retirado 0,1 mL, o qual foi
semeado em placas contendo agar VB Nal/ Nov (OXOID: CM0263), que foram em
seguida incubadas a 37 °C/ 24h. O numero de colbnias por grama de conteudo cecal
ou orgao, foi transformado em log1o para analise dos resultados. Na auséncia de
colénias, foi adicionado igual volume de caldo SN (preparado em concentragao
dupla) aos frascos contendo a amostra homogeneizada em PBS (1:10). O frasco foi
incubado a 37 °C/ 24h e a seguir, seu conteudo era semeado em agar VB Nal/ Nov,

com incubacéao a 37 °C/ 24h.

4.4.1.2.2 Avaliagao de les6es macro e microscopicas

Apos a eutanasia, as aves foram submetidas a necropsia para avaliar as
alteragcdes macroscopicas. A analise histopatolégica foi realizada por meio de
colheita de fragmentos de papo, figado, bago, tonsilas cecais, ceco e bolsa cloacal

nos momentos 1, 2, 5,7, 14, 21 e 28 dpi.
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As amostras foram colocadas em solu¢cao de formol 10% tamponado com
fosfato, pH 7,2, na proporgédo de 20:1 (solu¢do fixadora: fragmentos de 6rgaos),
onde permaneceriam pelo tempo minimo de 24 horas.

Os fragmentos foram processados no Laboratério de Histopatologia da
FCAV/UNESP, onde foram cortados a 4 um de espessura e corados com
Hematoxilina e Eosina (HE) (BEHMER; TOLOSA; FREITAS NETO, 1976). A
avaliacdo dos cortes histolégicos foi realizada com auxilio de microscopio de luz
equipado com camera digital (NICKON ECLIPSE E 200 x COOLPIX 5400).

5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados relativos a mortalidade e excregao fecal foram analisados pelo teste
nao paramétrico do Qui-quadrado (GREENWOOD; NIKULIN, 1996). Analises pelo
método dos quadrados minimos foram conduzidos para avaliar o efeito da
multiplicagdo das estirpes nos diferentes 6rgéos. As médias das contagens
bacteriolégicas foram avaliadas pelo Teste de Tukey (DANIEL, 1991). Os testes
foram realizados com auxilio do programa estatistico “R” (CHAMBERS, 2008) e o

nivel de significancia dos mesmos foi 5% (P< 0,05).
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6. RESULTADOS

6.1 Cultivo de SG Fla* e SG Fla

As bactérias fenotipicamente flageladas (SG Fla®) e aflageladas (SG Fla’)
foram obtidas com cultivo da estirpe mutante SG Fla®. A estirpe de SG Fla*
demonstrou motilidade quando inoculada em agar semissélido, enquanto que SG
Fla” ndo produziu motilidade na superficie do agar (Figura 1). Apds este ensaio, os
inéculos das estirpes mutantes e a selvagem foram preparados. A visualizagdo dos
esfregacos dos indculos em objetiva de 100 x confirmou a motilidade de SG Fla™ e
estaticidade de SG Fla'.

Figura 1. Agar semissélido inoculado com as estirpes SG Fla*(1) e SG Fla (2) apds
24 horas de incubacao a 28 °C. Borda do halo de multiplicacédo (*) indica
presencga (1) /auséncia (2) de motilidade.

6.2 Ensaios in vivo

Os suabes das caixas de transporte realizados no momento da chegada das
aves foram negativos para Salmonella spp.
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6.2.1 Avaliagdes dos sinais clinicos e mortalidade

A mortalidade provocada pelas estirpes SG, SG Fla®* e SG Fla esta
demonstrada na Tabela 3. Ndo houve diferenga significativa entre as taxas de
mortalidade de aves dos grupos A4, By e Cq4 (P>0,05). Aves do grupo B
apresentaram taxa de mortalidade inferior as observadas naquelas dos grupos Az e
C, (P<0,05).

Tabela 3. Mortalidade das aves desafiadas experimentalmente com as estirpes SG,
SG Fla® e SG Fla™ aos cinco dias de vida, em grupos contendo 30 animais.

Dias pos-infecgao (dpi) *
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 21

Estirpe  Grupo Mortalidade acumulada Total Mortalidade
SG A 8 20 23 25 26 26 A 87%
SGFla® B; 5 14 19 23 24 25 26 27 27 A 90%
SGFla Cq4 4 11 16 19 22 23 24 25 25A 83%
SG A, 3 4 6 9 10 12 12 ab 40%
SGFla" By 2 3 4 5 6 7 Ta 23%
SGFlaa GC; 4 9 15 16 17 18 18b 60%

*Registrou-se a mortalidade das aves durante 28 dpi, omitindo-se os dias sem mortalidade. Aves dos grupos A1, B1 e C1
receberam 0,2 mL de cultura contendo aproximadamente 5 x 108 UFC/ mL e aves dos grupos A2, B2 e C2 receberam 0,2 mL da
mesma cultura diluida 100 x. Os totais de animais mortos seguidos por letras diferentes na coluna indicam diferenga significativa

pelo teste do Qui-quadrado, com nivel de significancia de 5 % (P<0,05), considerando-se a mesma concentragdo do inéculo.

No 3° dia pds-infecgao, alguns animais dos grupos B+, B, (desafiados com SG
Fla*) e C; (desafiados com SG Fla’) apresentaram diarreia amarelo-esverdeada,
sendo que aos 5 dpi foi encontrado sangue nas fezes. Esses achados também
foram notados em algumas aves dos grupos A4, A, (desafiadas com SG) e C;
(desafiadas com SG Fla’) no entanto iniciaram mais tardiamente; a partir do 5° dpi.

No 4° dpi, animais dos grupos A4, C1, Ay e C, apresentaram sinais clinicos de
tifo aviario (Figura 2A), os quais persistiram até o 14° dpi. Os principais sinais
observados foram apatia, prostragdo, olhos semicerrados, penas ericadas e
diminuicdo do consumo de agua e alimento. Sinais clinicos semelhantes foram

observados em animais dos grupos B1 e B, a partir do 5° dpi.
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Figura 2. Alteragdes clinicas e anatomopatolégicas em aves desafiadas com SG, SG
Fla* e SG Fla". (A) Notar sinais clinicos como apatia, penas ericadas e
olhos semicerrados no 4° dpi em ave desafiada com SG; (B) Ave desafiada
com SG aos 28 dpi apresentando hepatomegalia, congestdo e ponto
esbranquigado localizado no Iébulo direito (seta); (C) Congestdo e
esplenomegalia (seta) em ave desafiada com SG Fla” aos 28 dpi; (D)
Figado de ave desafiada com SG Fla* aos 28 dpi ndo apresentando
alteragbes macroscopicas.

Aves remanescentes foram eutanasiadas e examinadas quanto a presenca
de alteragcbes macroscopicas em figado, baco e rim. Notou-se
hepatoesplenomegalia com presenca de pontos esbranquigados em figado, bacgo e
rim em aves dos grupos A+, Az, Cq1 e C, (Figura 2B e 2C). Nestes mesmos animais,
ainda foi observado que os figados estavam friaveis e congestos. Nao foram
observadas alteragbes macroscopicas em aves dos grupos B4 e B, (Figura 2D).

Apenas SG foi isolada de figado e bago de uma mesma ave do grupo A,. SG

Fla® e SG Fla” ndo foram isoladas de figado, bago e contetido cecal aos 28 dpi.
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6.2.2 Excrecgao fecal

Os resultados da avaliacdo da excregéo fecal de SG, SG Fla® e SG Fla™ estdo
descritos na Tabela 4.

A excregéo de SG Fla® (B4) em fezes foi superior a excregdo de SG (A1) e SG
Fla” (C1) em aves desafiadas com o inoculo puro (P<0,05). N&do houve diferenca

significativa entre os grupos que receberam o inéculo diluido (P>0,05).

Tabela 4. Numero de suabes positivos apos a inspecdo da cloaca de aves
desafiadas experimentalmente com as estirpes SG, SG Fla* e SG Fla’,
aos cinco dias de vida.

Grupos

DPI A (SG) B:(SG Fla") C4(SGFla) A, (SG) B, (SG Fla®) C,(SG Fla)

1 0/30 6/30 2/30 0/30 2/30 1/30

3 2/30 10/30 4/30 1/30 1/30 1/30

7 0/7 11/16 2/14 3/124 3/28 1/15

14 0/5 1/5 1/5 1/19 2/25 112

21 1/4 0/3 1/5 3/18 0/23 2/12

28 0/4 0/3 0/5 0/18 1/23 0/12
Total 3/80 A 28/87 B 10/89A 8/139 a 9/159 a 6/111 a

DPI: dias pos-infecgao; Letras diferentes nas linhas indicam diferenca pelo teste do Qui-quadrado com nivel de significancia de
5% (P<0,05), considerando-se a mesma concentragéo do inéculo. Aves dos grupos A1, B1 e C1 receberam 0,2 mL de cultura
contendo aproximadamente 5 x 10 UFC/ mL e aves dos grupos A2, B2 e C2 receberam 0,2 mL da mesma cultura diluida 100

vezes; Total: niUmero total de amostras positivas/ numero total de aves inspecionadas.

6.2.3 Avaliagao da infecgao sistémica

A Figura 3 contém os resultados das médias (logi) do numero de células
viaveis (UFC) de SG, SG Fla* e SG Fla” por grama de amostras de figado, bago e
conteudo cecal das aves examinadas. No grupo F (contendo aves desafiadas com
SG Fla’) as colheitas cessaram no 7° dpi, devido a mortalidade provocada pela
bactéria, enquanto que nos grupos D e E (aves desafiadas com SG e SG Fla®,
respectivamente) foi possivel ainda realizar uma colheita no 14° dpi.

As contagens em figado e bago de aves dos grupos D e F foram similares aos
2°, 5° e 7° dpi (P>0,05). No 5° e 7° dpi as contagens em figado e bago de aves do
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grupo E foram inferiores as contagens dos grupos D e F, embora essa diferenca n&o
tenha sido significativa (P>0,05). A contagem de SG Fla foi significativamente
superior a de SG Fla® em amostras de figado no 7° dpi (P<0,05).

As contagens em conteudo cecal de aves dos grupos D e F foram superiores
as do grupo E no 7° dpi, porém sem diferencga significativa. No 14° dpi, a quantidade
de SG foi superior a de SG Fla* em conteudo cecal (P<0,05).

As médias das contagens bacterianas em figado, baco e conteudo cecal

seguidas do desvio padrao estao disponiveis no Apéndice 1A.
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Figura 3. Média (log1o) do numero de células viaveis (UFC/g) em amostras de figado,
baco e conteudo cecal de aves desafiadas aos cinco dias de vida com SG,
SG Fla* e SG Fla". Asterisco (*) indica diferenca entre médias das
contagens bacterianas pelo teste de Tukey (P<0,05).
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6.2.4 Avaliagoes das lesbes macroscopicas

A partir do 2° dpi, aves dos grupos D e F (desafiadas com SG e SG Fla")
apresentaram discreto aumento de figado e baco (Figuras 4A e 4C), notou-se
também espessamento da parede do ceco com presenga de sangue no lumen cecal
(Figura 4D). Alteracdes mais exacerbadas foram observadas no 5° e 7° dpi em aves
desses grupos, sendo elas, acentuada hepatoesplenomegalia, congestdo de 6rgaos
internos e figado fridvel com coloragao esverdeada a bronzeada (Figuras 5B e 5D).
Aves do grupo E (desafiadas com SG Fla®) apresentaram no 5° dpi, bago e figado
congestos. No entanto, a partir do 7° dpi, as alteracbes nesses o6rgaos foram

semelhantes as descritas para aves dos grupos D e F (Figura 5C).
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Figura 4. Alteragdes macroscopicas em aves desafiadas com as estirpes SG, SG
Fla® e SG Fla” no 2° dpi. (A) Ave desafiada com SG apresentando
hepatomegalia e degeneracao (seta); (B) Figado de ave desafiada com
SG Fla* sem alteragdes macroscopicas (seta); (C) Figado de ave
desafiada com SG Fla  apresentando hepatomegalia acentuada e
parénquima amarelado (seta); (D) Aspecto macroscopico do ceco de ave
desafiada com a estirpe de SG Fla". Espessamento da parede cecal
(seta), com presenga de sangue (*) no lumen intestinal.



Figura 5. Alteragdes macroscopicas de aves desafiadas com SG, SG Fla® e SG Fla’

no 7° dpi. (A) Figado (seta) e bago (asterisco) de uma ave nao desafiada

com 12 dias de idade; Aves desafiadas com SG (B), SG Fla* (C) e SG Fla

(D) apresentando hepatomegalia com a coloragao do figado variando de

castanho-esverdeado a vermelho-escuro (seta) e esplenomegalia
(asterisco).
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6.2.5 Analise histopatolégica

As proporcbes de escores das alteracbes microscopicas observadas em
papo, figado, bago, tonsila cecal, bolsa cloacal e ceco estdo descritas nas Figuras 6,
7, 8, 9, 10 e 11. As alteragbes foram mais evidentes em aves dos grupos D
(desafiadas com SG) e F(desafiadas com SG Fla’) em relacdo ao grupo E
(desafiadas com SG Fla*).

Ainda no primeiro dia apdés a infeccdo, pdde-se observar lesdes
microscopicas no ingluvio de aves de todos os grupos; hiperplasia e descamagéao
epitelial, reatividade linfoide em Iamina propria, degeneragdo da camada muscular,
hipertrofia de células musculares lisas e infiltrado de células inflamatorias
mononucleares na musculatura externa. No entanto, foram mais evidentes em aves
do grupo F (Figura 6 e 12).

No 1° dpi foi observada degeneragao de hepatdcitos em cinco aves do grupo
F, quatro do grupo D e em uma ave do grupo E. Discretas areas de necrose foram
observadas no parénquima hepatico de duas aves do grupo F também no 1° dpi e
em uma ave do mesmo grupo 2 dpi. Em aves do grupo D e E, areas de necrose
foram observadas a partir do 5° dpi. A reatividade linfoide no parénquima hepatico foi
observada principalmente em aves do grupo E desde o 1° dpi (Figura 13). Alteragdes
como células inflamatérias na regido de necrose, granulomas, hipertrofia da parade
dos vasos, congestdo de vasos e sinusoides e inflamagao perivascular foram
notadas em aves de todos os grupos a partir do 5° dpi (Figura 7).

A lesdo mais evidente observada no baco foi a hiperplasia de polpa branca
em uma ave do grupo D e uma do grupo F no 1° dpi e em uma ave do grupo E no 2°
dpi. Areas de necrose distribuidas em polpa branca foram observadas em duas aves
do grupo D, também no 1° dpi. Enquanto que em aves dos grupos E e F esse tipo de
alteracao foi notada mais tardiamente, a partir do 5° dpi. Com a evolugao da doenca,
lesdes mais severas foram obervadas como, deplecao linfocitaria na regido de polpa
branca em aves dos grupos D e F a partir do 5° dpi e em uma ave do grupo E no 7°
dpi (Figura 8 e 14).

Na bolsa cloacal foi observada discreta deplecdo linfocitaria na regiao
medular e infiltrado de células polimorfonucleares na regiao cortical a partir do 2° dpi
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em aves de todos os grupos. Essas lesdes foram evidentes em aves dos grupos D e
F, a partir do 5° dpi (Figura 9 e 15).

Hemorragia em vilos da tonsila cecal foi observada em aves dos grupos E e F

a partir do 1° dpi, enquanto que nas aves do grupo D esse achado foi notado a partir
do 2° dpi (Figura 10 e 16).

Atrofia de vilosidade, edema e dilatacéo linfatica na mucosa e submucosa

foram observados desde o 1° dpi no ceco, principalmente em aves dos grupos D e F.

Aves do grupo E apresentaram discreta atrofia de vilosidade e dilatagédo de vasos

linfaticos da submucosa a partir do 1° dpi (Figura 11 e 17).

Descricdes mais detalhadas das intensidades das lesbées em diferentes

orgaos e momentos estao disponiveis nos Apéndices 1B, 2B e 3B.
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Proporgbes de escores de lesbes microscopicas em ingluvio de aves
infectadas no 5° dia de vida com as estirpes selvagem de SG (D) e
mutantes SG Fla® (E) e SG Fla™ (F) e avaliadas nos momentos 1, 2, 5, 7
dpi. Escores de intensidade de lesdes: 0 (sem alteragdes); 1 (alteracdes
discretas); 2 (alteracbes moderadas); 3 (alteragdes acentuadas). As
lesdes foram descritas na Figura da seguinte forma: H.E. (Hiperplasia
epitelial); D.E. (Descamacao epitelial); R.L. (Reatividade linfoide em
lamina propria); D.C.M. (Degeneragcdo da camada muscular); H.C.M.
(Hipertrofia de células musculares); |.C.I. (Infiltrado de células
inflamatdrias na camada muscular).
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Figura 7. Proporcbes de escores de lesbes microscopicas em figado de aves

infectadas no 5° dia de vida com as estirpes selvagem de SG (D) e
mutantes SG Fla® (E) e SG Fla™ (F) e avaliadas nos momentos 1, 2, 5, 7
dpi. Escore de intensidade das lesdes: 0 (sem alteragbes); 1 (alteragdes
discretas); 2 (alteragcbes moderadas); 3 (alteracbes acentuadas). As
lesdes foram descritas na Figura da seguinte forma: D.H. (Degeneragao
hepatica); N (Areas de necrose); C.I. (Células inflamatérias na regido de
necrose); R.L. (Reatividade linfoide em parénquima hepatico); G
(Granulomas); H.V. (Hipertrofia da parede dos vasos); C.V.S. (Congestao
de vasos e sinuséides); |.P. (Inflamagao perivascular).
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Figura 8. Proporcoes de escores de lesbes microscopicas em baco de aves

infectadas no 5° dia de vida com as estirpes selvagem de SG (D) e
mutantes SG Fla® (E) e SG Fla™ (F) e avaliadas nos momentos 1, 2, 5, 7
dpi. Escore de intensidade das lesdes: 0 (sem alteragbes); 1 (alteragdes
discretas); 2 (alteragbes moderadas); 3 (alteragdes acentuadas).
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Figura 9. Proporgdes de escores de lesbes microscopicas em bolsa cloacal de aves
infectadas no 5° dia de vida com as estirpes selvagem de SG (D) e
mutantes SG Fla® (E) e SG Fla™ (F) e avaliadas nos momentos 1, 2, 5, 7
dpi. Escore de intensidade das lesdes: 0 (sem alteragbes); 1 (alteracdes
discretas); 2 (alteragdes moderadas); 3 (alteragdes acentuadas).
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Figura 10. Proporgbes de escores de lesbes microscopicas em tonsila cecal de aves
infectadas no 5° dia de vida com as estirpes selvagem de SG (D) e
mutantes SG Fla® (E) e SG Fla™ (F) e avaliadas nos momentos 1, 2, 5, 7
dpi. Escore de intensidade das lesbes foram classificadas: 0 (sem
alteracoes); 1 (alteracdes discretas); 2 (alteragdes moderadas).
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Proporcdes de escores de lesbes microscopicas em ceco de aves
infectadas no 5° dia de vida com as estirpes selvagem de SG (D) e
mutantes SG Fla® (E) e SG Fla™ (F) e avaliadas nos momentos 1, 2, 5, 7
dpi. Escore de intensidade das lesbes foram classificadas: 0 (sem
alteragdes); 1 (alteracbes discretas); 2 (alteragcbes moderadas); 3
(alteragbes acentuadas). As lesdes foram descritas na Figura da
seguinte forma: [.I.M. (Infiltrado inflamatério mononuclear); D.A.
(Desnudamento apical de vilos); A.V. (Atrofia de vilosidade); E.SM.
(Edema de submucosa); D.L.M. (Dilatagao linfatica de mucosa); D.L.SM.
(Dilatagao linfatica de submucosa).
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Fotomicrografia do ingluvio de aves nao desafiada ou desafiadas com
SG (selvagem), SG Fla® e SG Fla” no 1° dpi. (A) Inglavio sem
alteragcdes de ave nao desafiada; (B) Notar a reatividade linfoide em
lamina propria (seta) e hiperplasia do epitélio da mucosa em aves
desafiadas com SG (grupo D); (C) Notar descamacgao epitelial
(asterisco) e hiperplasia do epitélio da mucosa em ave desafiada com
SG Fla* (grupo E) (D) Notar a reatividade linfoide em lamina propria
(seta) e hiperplasia do epitélio da mucosa em aves desafiadas com SG
Fla™ (grupo F). Hematoxilina e eosina, objetiva 4x.



Figura 13. Fotomicrografia de figado de aves nao desafiada ou desafiadas com SG
(selvagem), SG Fla® e SG Fla™ no 7° dpi. (A) Figado sem alteracdes de
ave nao desafiada; (B) Notar inflamagao focalmente extensa (seta) em
ave desafiada com SG (grupo D); (C) Notar degeneracao hepatica difusa
(asterisco) e reatividade linféide no parénquima hepatico (seta) em ave
desafiada com SG Fla* (grupo E); (D) Notar area de necrose no
parénquima hepatico (seta) em ave desafiada com SG Fla™ (grupo F).
Hematoxilina e eosina, objetiva 10x.



Figura 14. Fotomicrografia do bago de aves ndao desafiada ou desafiadas com SG
(selvagem), SG Fla® e SG Fla™ no 5° dpi. (A) Bago sem alteracdes de ave
nao desafiada; (B) Notar rarefagao linféide na polpa branca (seta) em ave
desafiada com SG (grupo D); (C) Notar hiperplasia de polpa branca
(seta) em ave desafiada com SG Fla® (grupo E); (D) Notar deplecéo
linfocitaria (asterisco) em ave desafiada com SG Fla (grupo F).
Hematoxilina e eosina, objetiva 10x.



Figura 15. Fotomicrografia da bolsa cloacal de aves ndo desafiada ou desafiadas
com SG (selvagem), SG Fla® e SG Fla” no 7° dpi. (A) Bolsa cloacal sem
alteragcdes de ave nao desafiada; (B) Notar deplecao linfocitaria na
regiao medular dos foliculos (asterisco) em ave desafiada com SG
(grupo D); (C e D) Notar infiltrado de células polimorfonucleares
(heterdfilos) nas regides corticais dos foliculos (seta) em aves
desafiadas com SG Fla* (grupo E) e SG Fla™ (grupo F). Hematoxilina e
eosina, objetiva 20x.
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Figura 16. Fotomicrografia da tonsila cecal de aves ndo desafiada ou desafiadas
com SG (selvagem), SG Fla® e SG Fla". (A) Tonsila cecal sem alteracdes
de ave nao desafiada; (B, C e D) Notar discretas areas de hemorragia
em aves desafiadas com SG (grupo D), SG Fla* (grupo E) e SG Fla
(grupo F). Hematoxilina e eosina, objetiva 20x.
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Figura 17. Fotomicrografia do ceco de aves ndo desafiada ou desafiadas com SG
(selvagem), SG Fla* e SG Fla” no 2° dpi. (A) Ceco sem alteragdes de ave
nao desafiada; (B) Observar infiltrado inflamatério mononuclear na
mucosa (seta) e edema de submucosa (asterisco) em ave desafiada com
SG (grupo D); (C) Notar desnudamento apical (seta) em ave desafiada
com SG Fla® (grupo E); (D) Notar edema de submucosa (asterisco) em
ave desafiada com SG Fla™ (grupo F). Hematoxilina e eosina, objetiva
10x.
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7. DISCUSSAO

Foi demonstrado que S. Enteritidis (SE) e S. Gallinarum (SG) séao
filogenticamente proximos (LI et al., 1993; THOMSON et al., 2008). Estes micro-
organismos apresentam conteudo e organizagdo genética semelhantes, possuem os
mesmos antigenos somaticos, no entanto SG n&o possui flagelos (LI et al., 1993;
GRIMONT; WEILL, 2007; THOMSON et al., 2008). A relagdo parasita-hospedeiro
desses micro-organismos com as aves apresenta algumas particularidades. SG
provoca enfermidade sistémica, colonizando o intestino de forma pouco intensa
(SHIVAPRASSAD; BARROW, 2008). Por outro lado, SE causa infecgao sistémica
apenas em aves imunossuprimidas ou com sistema inume imaturo. De forma geral,
provoca uma gastroenterite autolimitante, caracterizada por elevada taxa de
colonizagao intestinal e excrecéo fecal (GAST, 2008).

A auséncia de flagelos em SG tem sido considerada uma das possiveis
causas de diferengcas entre a patogenia da doenga causada por esse micro-
organismo e o paratifo provocado por SE em aves. De acordo com essa hipoétese,
por nao possuir flagelos, SG seria pouco reconhecida pelo sistema imune. Deste
modo provocaria inflamagdo de menor intensidade na mucosa, atravessando as
barreiras intestinais com mais facilidade e assim desencadeando enfermidade
sistémica severa (KAISER et al., 2000; IQBAL et al., 2005; CHAPPELL et al., 2009).
Com intuindo de investigar essa hipotese, em estudo prévio, um mutante de SG
capaz de produzir flagelos (SG Fla*) foi construido por métodos moleculares
(FREITAS NETO et al., 2013). SG Fla* € menos patogénico e capaz de desencadear
resposta pré-inflamatéria de maior intensidade em aves que a estirpe selvagem de
SG (FREITAS NETO et al., 2013). No entanto, quando cultivado por repetidas vezes
em agar nutriente, deixa de produzir flagelos (SG Fla’), requerendo, portanto,
condi¢cdes de cultivo especiais para manter seu fendtipo flagelado. A sintese do
flagelo € um processo que consome elevada quantidade de energia da célula
bacteriana (TERASHIMA; KOJIMA; HOMMA, 2008). SG é naturalmente menos
eficiente na produgao de energia por possuir muitos pseudogenes envolvidos no

metabolismo energético (THOMSON et al., 2008). Provavelmente, SG Fla® tende a
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parar a produgédo de flagelos, tornando-se SG Fla’, para priorizar outras fungbes
celulares essenciais. Uma analise comparativa dos transcriptomas de SG, SG Fla® e
SE, cultivadas em diferentes meios, permitiria explicar a reversao de fenétipo em SG
Fla® e poderia ser objeto de futuros estudos.

A curiosidade em saber se durante a infeccdo de aves, o mutante SG Fla~
teria comportamento semelhante @ SG Fla® ou & SG, motivou a elaboragdo do
presente estudo. Sabe-se que moléculas presentes no epitélio intestinal de
mamiferos, como os lisofosfolipideos, podem induzir a sintese da proteina do flagelo
em STM (SUBRAMANIAN; QADRI, 2005); talvez o mesmo pudesse ocorrer com SG
Fla™ durante a infecgao de aves.

No presente estudo, comparou-se a patogenicidade de SG Fla*, SG Fla” e SG
durante a infeccdo de aves. Aves de todos os grupos apresentaram diarreia
amarelo-esverdeada, apatia, prostragdo e diminuicdo do consumo de agua e ragao;
sinais comumente observados no tifo aviario (SHIVAPRASAD, 2000; OLIVEIRA,;
BERCHIERI JUNIOR; FERNANDES, 2005; FREITAS NETO et al., 2007). No
entanto, em aves infectadas com SG Fla*, os sinais foram mais tardios. As taxas de
mortalidade provocadas pelas estirpes foram dose-dependente, sendo que o inéculo
contendo 10® UFC provocou mortalidade acentuada em aves dos trés grupos, a
semelhancga do descrito por outros autores (AUDISIO; TERZOLO, 2002; OLIVEIRA;
BERCHIERI JUNIOR; FERNANDES, 2005; FREITAS NETO et al., 2007; GARCIA et
al., 2010). Quando aves foram desafiadas com 10° UFC, SG Fla* provocou
mortalidade inferior as estirpes aflageladas. Resultado semelhante foi descrito por
Freitas Neto et al. (2013) em aves desafiadas com as estirpes SG e SG Fla®. Parker
e Guard-Petter (2001), ao investigarem a importancia do flagelo na patogenicidade
do sorotipo Enteritidis para aves, também observaram que o mutante de SE
aflagelado causou mortalidade mais elevada que a estirpe selvagem. Ao que parece
a auséncia de flagelos alterou a patogenicidade desses micro-organismos para
aves.

Durante a necropsia das aves que sobreviveram ao desafio (28 dpi),
observou-se que aquelas inoculadas com SG e SG Fla” apresentaram alteracao
macroscopicas como hepatoesplenomegalia e pontos brancos em figado, baco e
rim, entretanto o mesmo n&o foi observado em aves desafiadas com SG Fla®. O
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processo de destruicdo de SG no organismo é realizado pelo sistema imune por
meio de resposta do tipo Th-1, a qual é caracterizada por elevados niveis de IFN-y
(WIGLEY et al., 2002; WIGLEY et al., 2006; CHAPPELL et al., 2009). Ao que tudo
indica, houve desencadeamento de resposta imune do tipo Th-1 em aves de todos
os grupos. Contudo, naquelas desafiadas com SG Fla* a resposta imune parece ter
sido mais eficiente e melhor modulada, pois a estirpe ndo foi isolada dos 6rgaos e
nem desencadeou lesdes macroscopicas evidentes. De acordo com Sanders et al.
(2006) e Pan et al. (2012), a flagelina possui, entre outras, as fungdes de estimular e
modular as respostas do sistema imune inato e adaptativo do hospedeiro, o que
explicaria a auséncia de lesdes macroscopicas em aves desafiadas com SG Fla™.

Sorotipos causadores do paratifo aviario, como SE e S. Typhimurium (STM),
geralmente colonizam o trato entérico das aves, além de serem excretados nas
fezes de forma persistente (BERCHIERI JUNIOR et al., 2001; SETTA et al., 2012) ao
contrario de SG, que geralmente é excretado e isolado do conteudo intestinal
apenas durante a fase de bacteremia; no momento préximo a morte (OLIVEIRA;
BERCHIERI JUNIOR; FERNANDES, 2005). No presente estudo, os resultados dos
suabes de cloaca indicaram que SG Fla®* foi mais excretada que as estirpes SG e
SG Fla". Segundo alguns autores, o flagelo, e ndo as fimbrias, teria importancia na
colonizagao do intestino de aves por SE (ALLEN-VERCOE; WOODWARD, 1999b).
Portanto, & possivel que o flagelo tenha auxiliado SG Fla™ a colonizar e persistir no
trato entérico de maneira mais eficiente que as estirpes aflageladas.

No conteudo cecal, SG e SG Fla foram recuperadas quantidades mais
elevadas entre o 5° e 14° dpi; momentos onde se péde observar maior intensidade
de lesbes macro e microscopicas nas aves. De acordo com Oliveira, Berchieri Junior
e Fernandes (2005), nesse periodo SG provoca um quadro de anemia e septicemia
e também lesbes que se estendem ao trato entérico, sendo comum encontrar o
micro-organismo no contetido cecal da ave. As contagens de SG Fla® em contetdo
cecal foram inferiores as das demais estirpes. Foi observado que aves infectadas
com a estirpe flagelada sofreram uma infecgao sistémica mais branda, demonstrada
pela menor intensidade de lesées macro e microscopicas. Portanto, provavelmente
uma menor quantidade de SG Fla™ originada da infeccéo sistémica tenha atingido o

ceco.
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No presente estudo, todas as estirpes provocaram doenga sistémica nas
aves. No entanto, SG e SG Fla” foram mais invasivas que SG Fla®. Uma vez que
ambas foram recuperadas em figado e bago a partir do 2° dpi, sendo que SG Fla™ foi
isolada partir do 5° dpi e em menor quantidade que as estirpes aflageladas.
Provavelmente SG e SG Fla” desencadearam resposta pro-inflamatéria de menor
intensidade que SG Fla* no trato gastrointestinal, sendo por isso menos
reconhecidas pelo sistema imune da ave; o que facilitou a invasao (IQBAL et al.,
2005; PAN et al., 2012).

Outros estudos foram realizados para verificar se a auséncia ou presenca do
flagelo influenciaria na invasdo de Salmonella spp. (ALLEN-VERCOE; SAYERS;
WOODWARDS, 1999; DIBB-FULLER; WOODWARD, 2000; PARKER; GUARD-
PETTER, 2001; IQBAL ET AL., 2005; PAN et al., 2012). Pan et al. (2012) infectaram
aves com STM e um mutante aflagelado, encontrando no 3° dpi, uma quantidade do
mutante em figado e bago maior que a da estirpe selvagem. No entanto, no 5° dpi
nao houve diferenga entre as quantidades das estirpes e por isso, foi sugerindo que
o flagelo teria retardado o inicio da infeccdo. Resultados semelhantes foram
observados por Igbal et al. (2005) em aves desafiadas com STM e um mutante
aflagelado. Parker e Guard-Petter (2001) também observaram que a auséncia de
flagelos alterou a patogenicidade de um mutante de SE, o qual se tornou mais
invasivo. Por outro lado, Allen-Vercoe, Sayers e Woodward (1999) e Dibb-Fuller e
Woodward (2000) observaram resultados que contradizem os do presente estudo.
Estirpe mutante aflagelada de SE foi recuperada em menor quantidade que a estirpe
selvagem em figado e bago de aves. Embora nao seja possivel afirmar, sabe-se que
fatores como a linhagem de aves, estirpes utilizadas e vias de inoculagdo poderiam
ter interferido nos resultados. Diante de divergéncias nos achados experimentais,
acredita-se que outros estudos sejam necessarios.

SG provoca lesbes macro e microscopicas severas durante a fase aguda do
tifo aviario, principalmente em figado e baco (SHIVAPRASSAD, 2000; FREITAS
NETO et al., 2007; GARCIA et al., 2010). SG Fla” e SG se comportaram de forma
semelhante durante todo o experimento. Essas estirpes provocaram
hepatoesplenomegalia discreta a partir do 2° dpi e alteragdes degenerativas
hepaticas, bem como, aumento de volume e congestdo em figado e bago a partir do
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5° dpi. SG Fla® provocou alteracdes semelhantes aquelas causadas pelas demais
estirpes, porém mais discretas e mais tardias. A presencga de flagelos em SG Fla”
seria a unica diferenca desta com as outras estirpes. Pode-se sugerir que essa
organela conferiu grau de atenuagdo em SG Fla®, possivelmente por estimular
resposta imune de maior intensidade na ave.

No decorrer dos primeiros dias apds o desafio, o ingluvio foi um dos 6rgaos
em que lesbes microscopicas foram mais evidentes. Todas as trés estirpes
provocaram hiperplasia e descamacdo epitelial, reatividade linfoide em lamina
propria e alteragdes na camada muscular, lesbes ainda ndo descritas em infecgoes
pelo biotipo Gallinarum. Foi relatado que SE pode colonizar o ingluvio de aves e
induzir reatividade linfoide com consequente secregao de IgA anti SE na mucosa
(SEO et al., 2003). Provavelmente as estirpes de SG também colonizaram este
Orgao e por isso provocaram as alteracdes descritas.

Degeneracao hepatica, hiperplasia de polpa branca em bago e areas de
necrose nos dois 6rgaos foram as principais alteragdes encontradas em aves
desafiadas com SG e SG Fla". Durante a fase sistémica do tifo aviario, SG se
multiplica no interior de fagdcitos, principalmente localizados em figado e bago,
provocando lesbes microscopicas acima descritas (FREITAS NETO et al., 2007;
GARCIA et al., 2010). O fenotipo flagelado (SG Fla®) provocou lesées microscopicas
menos acentuadas em figado e baco. No entanto, € importante ressaltar que a
reatividade linfoide no parénquima hepatico foi mais evidente em aves desafiadas
com essa estirpe. Whitanage et al. (2005) constataram que o aumento da expressao
de INF-y com consequente destruicido de STM no figado de aves coincidiu com
intensificacdo da reatividade linfoide e aumento da populagéo de células TCD4 e T
CD8*. E provavel que o mesmo tenha ocorrido em aves infectadas com SG Fla*,
uma vez que reatividade linfoide foi mais evidente nestas aves e SG Fla” foi isolada
em menor quantidade de figado e bago que as demais. Shippy et al. (2011)
observaram uma correlagao positiva entre a intensidade de lesdes microscodpicas e a
quantidade de STM em figado e bago de camundongos. O mesmo foi observado no
presente estudo, no qual aves desafiadas com estirpes (SG e SG Fla’) que foram
recuperadas em maiores quantidades em figado e baco apresentaram lesdes de

maior intensidade nestes orgaos.
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SG e SG Fla” provocaram deplecao linfocitaria e infiltrado de células
polimorfonucleares na bolsa cloacal, lesbes também observadas por outros autores
em trabalhos com o bidtipo Gallinarum (GARCIA et al., 2010). No ceco, essas
estirpes provocaram atrofia de vilosidade, edema e dilatacao linfatica em submucosa
e mucosa nos primeiros dias apds o desafio. Por outro lado, SG Fla® provocou
lesbes microscopicas menos evidentes na bolsa cloacal e no ceco. Vijay-Kumar et
al. (2006) observaram que, ao contrario da estirpe selvagem, mutantes de STM
aflagelados ativaram a caspase 1, consequentemente induzindo apoptose no epitélio
intestinal de camundongos. Foi observado que, além de induzir resposta imune pré-
inflamatdria, a flagelina possui ainda acédo anti-apoptética (ZENG et al., 2003;
SUBRAMANIAN; QADRI, 2006; VIJAY-KUMAR et al., 2006). A apoptose de células
do epitélio intestinal favorece a invasao e disseminacao bacteriana. Acredita-se que
por esse motivo, SG e SG Fla’ tenham provocado mais lesées no ceco e em outros
tecidos que SG Fla®.

Embora ndo seja possivel afirmar, os resultados deixaram entrever que a
presenca de flagelos em SG Fla® ativou os TLR-5 (IQBAL et al., 2005), levando a
producdo de citocinas e quimiocinas proé-inflamatorias e desencadeamento de
resposta imune adaptativa do tipo Th-1 mais eficiente (ZENG et al.,, 2003;
SUBRAMANIAN; QADRI, 2006; PAN et al., 2012). Por isso o organismo da ave teria
conseguido um melhor controle da infecgdo por SG Fla*. Mesmo sendo capaz de
produzir flagelos, SG Fla” comportou-se de forma semelhante a SG. Ao que tudo
indica a sintese dessa organela nao foi estimulada no organismo da ave. SG e SG
Fla” foram mais patogénicas para as aves possivelmente por estimularem resposta

imune menos eficiente.
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8. CONCLUSOES

A andlise dos resultados obtidos neste estudo permitiu as seguintes

conclusoes:

e SG Fla apresentou patogenicidade semelhante a estirpe selvagem, sendo
mais patogénica que SG Fla™.

e SG Fla” e SG provocaram mortalidade em aves superior @ SG Fla®, quando o
inéculo diluido foi utilizado.

e SG Fla  comportou-se de forma semelhante a SG, tendo sido isolada em
maior quantidade em figado e baco que SG Fla™.

e As lesdes foram mais evidentes em figado, bago, bolsa cloacal e ceco de

aves desafiadas com SG Fla” e SG.
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Tabela 1A: Média (log1p) do numero de células viaveis (UFC/g) em amostras de figado, bago e conteudo cecal de aves desafiadas
aos cinco dias de vida com SG, SG Fla® e SG Fla” em diferentes intervalos.

FIGADO BAGO CECO
Grupos D E F D E F D E F
6 hpi 0,00 A+0,00 0,00 A+0,00 0,00 A+0,00 | 0,00 A+0,00 0,00A%0,00 0,00A%0,00 | 0,40A+0,89 040A2089 1,52A+244
12 hpi 0,00 A+0,00 0,00 A+0,00 0,00 A 0,00 | 0,00A+0,00 0,00A%0,00 0,00A%0,00 | 0,40A+0,89 0,00A%0,00 0,80A 1,10
1 dpi 0,00 A 0,00 0,00 A+0,00 0,00 A 0,00 | 0,00 A+0,00 0,00A+0,00 0,00A=%0,00 | 0,00A+0,00 0,40A=%0,89 0,00A +0,00
2 dpi 1,06 A+1,53 0,00A+0,00 0,80A+1,10 | 0,80 A+1,10 0,00A+0,00 1,00A+141 | 0,00A+0,00 0,80A+1,10 0,00 A +0,00
5 dpi 593 A+0,55 3,36A+3,08 555A+0,63 | 532A%0,69 298A+272 514Ax0,73 | 0,00A0,00 0,00A 0,00 1,16A 2,58
7 dpi 6,66 AB +0,61 3,56B+3,29 6,90A+0,36 | 6,47 A+0,75 3,49A+322 647A+048 | 296A+252 0,00A+0,00 2,92A+3,20
14 dpi 1,33A+1,15  1,25A+2,79 M 1,33A+1,15 1,26 A +2,83 M 2,00 A +0,00 0,00 B £0,00 M

hpi: horas pés-infecgéo; dpi: dias pds-infecgédo; D= estirpe selvagem de SG; E= estirpe mutante de SG Fla+; F= estirpe de SG Fla-. Aves dos grupos D, E e F receberam 0,2 mL de cultura contendo
8
aproximadamente 5 x 10 UFC/ mL. Médias e desvio padrado da contagem bacteriana em figado, bago e ceco em cada momento. *Médias seguidas de letras dif erentes na mesma linha para cada

orgao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probalilidade. M: aves que n&o foram inspecionadas devido a mortalidade.



56

Tabela 1B: Alteragbes microscépicas observadas em diferentes intervalos de aves desafiadas com a estirpe selvagem de
Salmonella Gallinarum no quinto dia de vida.

GRUPO D (SG)

Local inspecionado INGLUVIO
Dias pés-infecgao 1 2 5 7 14**
Escore - + ++ +++ - + ++ +++ - + ++ +++ - + ++ +++ - + ++ +++
Hiperplasia epitelial 1 4 1 4 1 4 1 3 1 1 1 1
Descamacao epitelial 3 2 4 1 1 3 1 3 2 3
Reatividade linfoide em lamina proépria 4 1 2 3 2 3 3 1 1 1 1 1
Degeneracédo da camada muscular 3 2 2 2 1 2 2 1 3 1 1 1 2
Hiperplasia de células musculares 2 3 1 1 2 1 1 3 1 3 1 1 1 1 1
Infiltrado inflamatério na camada muscular 3 2 4 1 2 3 4 1 2 1
Local inspecionado FIGADO
Dias pés-infeccado 1 2 5 7 14**
Escore B L T e e e A BT St N o U R S B S = =
Degeneracéo de hepatdcitos 1 3 1 1 2 1 1 3 2 1 2 2 3
Areas de necrose 5 5 3 2 1 1 2 112 1
Células inflamatdrias regides de necrose 5 5 4 1 1 1 3 3
Reatividade linfoide em parénquima hepatico* 5 5 2 3 5 1 1 1
Granulomas 5 5 5 3 1 1 1 2
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Hipertrofia da parede dos vasos 5 1
Congestao de vasos e sinusoéides 3 2 2 2 1
Inflamacgao perivascular 5 1 2 1
Local inspecionado BACO
Dias pds-infecgao 1 2 5 7 14**
Escore ++ +++ ++ +++ - + ++ +++ + ++ +++ ++ +++
Areas de necrose 1 4 4 1
Hiperplasia de polpa branca 1 2 3 1 1 2 2
Deplecao linfocitaria (polpa branca) 4 1 2
Local inspecionado BOLSA CLOACAL
Dias pés-infecgcido 1 2 5 7 14**
Escore ++ +++ ++ +++ - + ++ +++ + ++ +++ ++ +++
Deplecao linfocitaria (foliculos) 1 4 2 1
Infiltrado de células polimorfonucleares 4 1 3 1 1
Local inspecionado TONSILA CECAL
Dias pos-infeccao 1 2 5 7 14>
Escore ++ +++ ++ +++ - + ++ +++ + ++ +++ ++ +++
Hemorragia em vilos 4 1 2
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Local inspecionado CECO
Dias pés-infecgao 1 2 5 7 14**
Escore - + o+ | - + 4+ | -+ e+ | - + o+ | -+

Infiltrado inflamatdério mononuclear 5 3 2 2 1 2 5 2 1
Desnudamento apical de vilos 5 4 1 5 3 2 1 1 1
Atrofia de vilosidades 3 1 1 1 2 2 3 1 1 5 3
Edema de submucosa 4 1 1 2 2 1 2 2 4 1 1 2
Dilatacao linfatica de mucosa 4 1 3 2 5 4 1 3
Dilatacao linfatica de submucosa 5 2 3 1 2 2 1 2 2 2 1

8
*Agregado linfocitario hepatico; Cada ave recebeu 0,2 mL de cultura contendo aproximadamente 5 x 10 UFC/ mL; Em cada intervalo foram eutanasiadas 5 aves. ** No 14° dpi foram eutanasiadas

3 aves e as necropsias foram cessadas devido a mortalidade.
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Tabela 2B: Alteragcbes microscopicas observadas em diferentes intervalos de aves desafiadas com a estirpe mutante de
Salmonella Gallinarum Fla® no quinto dia de vida.

GRUPO E (SG Fla®)

Local inspecionado INGLUVIO
Dias pés-infecgao 1 2 5 7 14
Escore - + ++ +++ - + ++ +++ - + ++ +++ - + ++ +++ - + ++ +++
Hiperplasia epitelial 4 1 3 2 2 2 1 2 1 2 2 2 1
Descamacao epitelial 3 2 4 1 1 4 1 2 2 3 2
Reatividade linfoide em lamina proépria 4 1 5 3 2 2 3 1 3 1
Degeneragédo da camada muscular 1 3 1 4 1 3 1 1 3 1 1 1 2 2
Hiperplasia de células musculares 1 3 1 4 1 2 3 1 1 3 1 1 3
Infiltrado inflamatério na camada muscular 1 4 2 3 2 2 1 1 4 5
Local inspecionado FIGADO
Dias pés-infecgcado 1 2 5 7 14
Escore - + ++ +++ - + ++ +++ - + ++ +++ - + ++ +++ - + ++ +++
Degeneragao de hepatécitos 4 1 1 3 1 5 4 1 3 2
Areas de necrose 5 5 1 2 2 2 2 1 2 1 2
Células inflamatdrias regides de necrose 5 5 3 2 2 2 1 4 1
Reatividade linfoide em parénquima hepatico* | 3 2 4 1 3 2 2 3 3 1 1
Granulomas 5 5 5 2 1 2 2 3
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Hipertrofia da parede dos vasos 5
Congestao de vasos e sinusoéides 5 2 1 1 1
Inflamacgao perivascular 5 1 2 1
Local inspecionado BACO
Dias pés-infecgcado 1 2 5 7 14
Escore ++ +++ ++ +++ - + ++ +++ + ++ +++ ++ +++
Areas de necrose 2 3 2 1
Hiperplasia de polpa branca 2 1 2 2 3
Deplegao linfocitaria (polpa branca) 5 1
Local inspecionado BOLSA CLOACAL
Dias pds-infecgao 1 2 5 7 14
Escore ++ +++ ++ +++ - + ++ +++ + ++ +++ ++ +++
Deplegao linfocitaria (foliculos) 4 1 2
Infiltrado de células polimorfonucleares 4 1 3
Local inspecionado TONSILA CECAL
Dias pdés-infecgao 1 2 5 7 14
Escore ++ +++ ++ +++ - + ++ +++ + ++ +++ ++ +++

Hemorragia em vilos

5
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Local inspecionado Ceco
Dias pés-infecg¢ao 1 2 5 7 14**
Escore - + o+ | - + ++ 4+ | - + 4+ | - + o+ | - + o+
Infiltrado inflamatdério mononuclear 5 3 2 4 1 3 2 2 1 1 1
Desnudamento apical de vilos 5 2 3 5 5 4 1
Atrofia de vilosidades 4 1 3 2 4 1 5 4 1
Edema de submucosa 5 2 3 5 5 4 1
Dilatacao linfatica de mucosa 5 3 2 5 5 2 3
Dilatacao linfatica de submucosa 4 1 4 1 5 3 1 1 2 3

8
*Agregado linfocitario hepatico; Cada ave recebeu 0,2 mL de cultura contendo aproximadamente 5 x 10 UFC/ mL; Em cada intervalo foram eutanasiadas 5 aves. As Ultimas necropsias foram

realizadas no 14° dpi devido a mortalidade.
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Tabela 3B: Alteragdes microscopicas observadas em diferentes intervalos de aves desafiadas com a estirpe mutante de
Salmonella Gallinarum Fla” no quinto dia de vida.

GRUPO F (SG Fla)

Local inspecionado INGLUVIO
Dias pés-infecgao 1 2 5 7
Escore - + ++ +++ - + ++ +++ - + ++ +++ - + ++ +++
Hiperplasia epitelial 2 2 1 2 3 4 1 1 2 1 1
Descamacao epitelial 4 1 3 2 2 1 2 1 3 1
Reatividade linfoide em lamina propria 3 2 1 4 2 3 4 1
Degeneracédo da camada muscular 5 1 3 1 1 3 1 3 2
Hiperplasia de células musculares 1 3 1 1 1 3 1 3 1 3 2
Infiltrado inflamatério na camada muscular 1 4 1 2 2 2 3 2 3
Local inspecionado FIGADO
Dias pés-infecgcao 1 2 5 7**
Escore - + ++ +++ - + ++ +++ - + ++ +++ - + ++ +++
Degeneracéo de hepatdcitos 2 2 1 1 3 1 2 2 1 2 1 1 1
Areas de necrose 3 2 4 1 2 3 1 1 1 2
Células inflamatdrias regides de necrose 5 5 3 2 1 1 2 1
Reatividade linfoide em parénquima hepatico* 5 5 4 1 5
Granulomas 5 5 1 2 2 3 2
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Hipertrofia da parede dos vasos 2 3 2
Congestao de vasos e sinusoéides 1 3 2 3 2
Inflamacgao perivascular 1 1 3 3 2
Local inspecionado BACO
Dias pés-infecgao 2 5 7
Escore ++ +++ ++ +++ - + ++ +++ + ++ +++
Areas de necrose 1 3 1 4 1
Hiperplasia de polpa branca 1 2 1 1 1 3 1
Deplecao linfocitaria (polpa branca) 1 3 1 2 2
Local inspecionado BOLSA CLOACAL
Dias pés-infecgado 2 5 7**
Escore ++ +++ ++ +++ - + ++ +++ + ++ +++
Deplecao linfocitaria (foliculos) 5 4 1
Infiltrado de células polimorfonucleares 4 1 1 4
Local inspecionado TONSILA CECAL
Dias pos-infeccao 2 5 ™
Escore ++ +++ ++ +++ - + ++ +++ + ++ +++

Hemorragia em vilos
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Local inspecionado CECO
Dias pés-infecg¢ao 1 2 5 7
Escore - + ++ +++ - + ++ +++ - + ++ +++ - + ++ +++

Infiltrado inflamatdrio mononuclear 5 3 1 1 4 1 3 2
Desnudamento apical de vilos 5 4 1 3 1 1 1 3 1

Atrofia de vilosidades 0 2 2 4 1 4 1 3 1 1

Edema de submucosa 4 1 4 1 4 1 4 1

Dilatacao linfatica de mucosa 4 1 2 3 2 3 3 1 1
Dilatacao linfatica de submucosa 2 3 4 1 4 1 1 2 1 1

8
*Agregado linfocitario hepatico; Cada ave recebeu 0,2 mL de cultura contendo aproximadamente 5 x 10 UFC/ mL; Em cada intervalo foram eutanasiadas 5 aves. ** As Ultimas necropsias foram

realizadas no 7° dpi, devido a mortalidade.



