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Certificado da Comissio de Etica no Uso de Animais

Campus de Jaboticabal

#5i7 UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA -
u n esp ‘JULIO DE MESQUITA FILHO” J‘ y

aborcabal

CEUA - COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Avaliagdo da infecgdo de
aves (Gallus gallus domesticus) por Salmonella Enteritidis, Salmonella
Typhimurium e Salmonella Heidelberq contendo delegio dos genes f{trA e
pduA”, protocolo n° 006621/18, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Angelo Berchieri
Junior, que envolve a produgdo, manutencdo el/ou utilizacdo de animais
pertencentes ao Filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da lei n°
11.794, de 08 de outubro de 2008, no decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, e com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA), da FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS, UNESP -
CAMPUS DE JABOTICABAL-SP, em reunizo ordinaria de 10 de maio de 2018.

Vigéncia do Projeto 01/07/2018 a 01/05/2023

Espécie / Linhagem Gallus gallus domesticus / Hy-line Brown (postura comercial)
N° de animais 1.080

Peso / Idade 35 gramas com um dia de vida

Sexo Fémeas

Origem Hy-Line do Brasil LTDA

Jaboticabal, 10 de maio de 2018.

& il o
daorvor (ZRodks
Prof? Dr? Fabiana Pilarski
Coordenadora — CEUA

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n - 14884-900 - Jaboticabal - SP - Brasil
tel 16 3209 2600 fax 3202 4275 www.fcav.unesp.br



Certificado da Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio)

DIARIO OFICIAL DA UNIAO - segio 1

ISSN 1677-7042 Ne 174, quinta-feira, 10 de setembro de 2020

Sorriso-MT e de Rio Verde-Go, da empresa Nidera Seeds Brasil Ltda, bem como o
requerimento da empresa Syngenta Seeds Ltda. para incorporar a Unidade Operativa de
Douradinho, em Uberlancia-MG, pertencente ao CQB da Nidera Seeds Brasil Ltda. O
requerimento poderia ter sido desmembrado em dois (exclusdo e requerimento de CQB),
mas entende-se que deve representar aquisicdo ou fusdo de empresas. O requerimento de
CQB da Syngenta Seeds es!a completo, com a descricdo da infraestrutura e area que
ficardo sob sua e que serdo inc ao CQB 001/96. Foi apresentado
um relatério de atividades dessa Unldade no ulnmo ano. A Nidera Seeds Brasil Ltda, por
sua vez, também os de das duas Unidades que serdo
excluidas de seu COB. Portanto, recomenda-se a CTNBio a aprovagdo do requerimento
para excusdo do CQB 226/06 das Unidades Operativas de Sorriso-MT e Rio Verde-GO da
Nidera Seeds Brasil Ltda, com cancelamento do CQB 226/06, bem como a inclusdo da
Unidade Operativa de Douradinho, em Uberlandia-MG, ao CQB 001/96 da Syngenta Seeds
Ltda.

No ambito das competéncias dispostas na Lei 11.105/05 e seu decreto
5.591/05, a CTNBio concluiu que o presente pedido atende as normas e legislagdo
pertinentes que visam garantir a biosseguranca do meio ambiente, agricultura, satde
humana e animal.

A CTNBio esclarece que este extrato ndo exime a requerente do cumprimento
das demais legislacBes vigentes no pafs, aplicdveis ao objeto do requerimento.

Este é um extrato do Parecer Técnico da CTNBio. Sua integra, assim como todos
os documenms referentes 3 solicitagdo, constam do processo armazenado na CTNBio.

poderdo ser solici através do Servico de Informagdo ao

Cidaddo - SIC pelo sftio eletrdnico https://esic.cgu.gov.br/.

PAULO AUGUSTO VIANNA BARROSO
Presidente da Comissdo

EXTRATO DE PARECER TECNICO N2 7.110/2020
O Presidente da Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga - CTNBio, no uso

de suas atribuicdes e de acordo com o artigo 14, inciso XIX, da Lei 11.105/05; do Artigo 5°,
inciso XIX do Decreto 5.591/05 e do Artigo 59, inciso IV da Resolugéio Normativa Ne 1, de

Este é um extrato do Parecer Técnico da CTNBio. Sua integra, assim como todos
os documentos referentes a solicitagdo, constam do processo armazenado na CTNBio.
Informacdes complementares poderdo ser solicitadas através do Servico de Informagdo ao
Cidaddo - SIC, pelo sitio eletrdnico https://esic.cgu.gov.br/.

PAULO AUGUSTO VIANNA BARROSO
Presidente da Comissdo

EXTRATO DE PARECER TECNICO Ne 7.115/2020

A Presidéncia da Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga - CTNBio, no uso
de suas atribuicSes e de acordo com o artigo 14, inciso XIX, da Lei 11.105/05 e do Art. 59,
inciso XIX do Decreto 5.591/05, torna plblico que na 2349 Reunido Ordinaria da CTNBio,
realizada em 03 de setembro de 2020, a CTNBio apreciou e emitiu parecer técnico para o
seguinte processo:

Processo: 01245.002473/2020-93

Requerente: DuPont do Brasil - Divisdo Pioneer Sementes S.A

CQB: 013/97

Assunto: Extensdo de CQB.

A CTNBio, ap6s andlise do pedido de extensdo de CQB, deliberou pelo
DEFERIMENTO conforme esse parecer técnico. A requerente solicita revisio para
atualizagao do Escritério, Sala de i do de Sala de de
Sementes e Area de Secadores e extensdo de CQB para inclusdo da Camara fria, Galpao de
maqumas Sala de eXpurgo, Area de Campo (23,8 ha). As atividades a serem desenvolvidas
serdo: pesquisa em regime de contencdo, liberagdo planejada no meio ambiente ,
transporte, avaliagio de produto, detecgdo e identificagdo de OGM, descarte e
armazenamento de plantas geneticamente modificadas pertencentes a Classe de Risco
01.

o dmbito das competéncias dispostas na Llei 11. 105/05 e seu decreto
5.591/05, a CTNBio concluiu que o presente pedido atende as normas e legislagio
pertinentes que visam garantir a biosseguranca do meio ambiente, agricultura, saide
humana e animal.
A CTNBio esclarece que este extrato ndo exime a requerente do cumprimento
das demais legislacdes vigentes no pais, apliciveis ao objeto do requerimento.
Este € um extrato do Parecer Técnico da CTNBio. Sua integra, assim como todos
o0s dotumenlos referentes a solicitacdo, constam do processo armazenado na CTNBio.

20 de Junho de 2006 analisou a alteragdo da CiBio da institui abaixo

derdo ser solicitadas através do Servico de Informagdo ao

concluiu que o presente pedido atende as normas da CTNBio e a legislacdo pertinente que
visam garantir a biosseguranca do meio ambiente, agricultura, saide humana e animal.

Requerente: Embrapa Trigo.

CQB: 058/98

Processo SEI n2: 01245.002919/2020-80

Assunto: Alteracio da Comissdo Interna de Biosseguranca - ClBio

Extrato Prévio: 7210/2020 publicado em 05/08/2020

Decisdo: DEFERIDO

Ementa: A requerente solicitou a Presidente da CTNBio parecer técnico
referente 3 nova composicdo da Comissdo Interna de Biosseguranca. Para tanto, o
responsavel legal da msm’uncio emitiu ato formal de alteracdo da CIBio, a saber: Ordem de
Servico Embrapa Trigo n® 6 de 22 de Julho de 2020, nomeando Ana Lidia Variani Bonato
(Presidente), Ricardo Lima de Castro, Jordalan Buffet Muniz, Aloisio Alcantara Vilarinho,
Elene Yamazaki Lau e Ricardo Costa Ledo, para comporem a ClIBio local.

Atendidas as recomenda¢Bes e as medidas de biosseguranga contidas no
processo, esta comissﬁo intema de biosseguram;a é apta a gerir os riscos associados as

A CTNBio esdarece que este extrato de parecer ndo exime a requerente do
cumprimento das demais legislacdes vigentes no pais, aplicdveis as atividades em
questdo.

Maiores informaces deverdo ser solicitadas via SIC (Servico de Informacdo ao
Cidad3o), disponivel no site do MCTIC (www.mctic.gov.br).

PAULO AUGUSTO VIANNA BARROSO
EXTRATO DE PARECER TECNICO Ne 7.111/2020

O Presidente da Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca - CTNBio, no uso
de suas atribuices e de acordo com o artigo 14, inciso XIX, da Lei 11.105/05; do Artigo 59,
inciso XIX do Decreto 5.591/05 e do Artigo 59, inciso IV da Resolugdo Normativa Ne 1, de
20 de Junho de 2006 analisou a alteragdo da CiBio da instituigdo abaixo discriminada e
concluiu que o presente pedido atende as normas da CTNBio e a legislacdo pertinente que
visam garantir a biosseguranca do meio ambiente, agricultura, saide humana e animal.

Requerente: Embrapa Agroenergia.

CQB: 345/12

Processo SEI n2: 01245.002796/2020-87

Assunto: Alteracdo da Comissdo Interna de Biosseguranca - CIBio

Extrato Prévio: 7207/2020 publicado em 04/08/2020

Decisdo: DEFERIDO

Ementa: A requerente solicitou a Presidente da CTNBio parecer técnico

referente 3 nova composicdo da Comissdo Interna de Biosseguranca. Para tanto, o
responsavel legal da instituido emitiu ato formal de alteracdo da CIBio, a saber: Carta N
5/2020-CNPAE/CIBIO de 30 de Julho de 2020, nomeando Carolina Madalozzo Poletto, para
compor a CIBio local.

Atendidas as recomenda¢Bes e as medidas de biosseguranga contidas no
processo, esta comissdo interna de biosseguranca é apta a gerir os riscos associados as

na
A CTNBio esclarece que este extrato de parecer ndo exime a requerente do
cumprimento das demais legislacdes vigentes no pais, aplicdveis as atividades em
questdo.
Maiores informagdes deverdo ser solicitadas via SIC (Servico de Informagdo ao
Cidad3o), disponivel no site do MCTIC (www.mctic.gov.br).

PAULO AUGUSTO VIANNA BARROSO
EXTRATO DE PARECER TECNICO Ne 7.112/2020

A Presidéncia da Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca - CTNBio, no uso
de suas atribui¢des e de acordo com o artigo 14, inciso XIX, da Lei 11.105/05 e do Art. 59,
inciso XIX do Decreto 5.591/05, torna publico que na 2342 Reunido Ordindria da CTNBio,
realizada em 03 de setembro de 2020, a CTNBio apreciou e emitiu parecer técnico para o
seguinte processo:

Processo: 01245.001138/2020-78

Requerente: Syngenta Seeds Ltda

CQB: 001/96

Assunto: Extensdo de CQB.

A CTNBio, ap6s andlise do pedido de extensio de CQB, deliberou pelo
DEFERIMENTO conforme esse parecer técnico. A requerente solicita extensdo de CQB para
inclusdo da Area Experimental (71,72 hectares) e Area de Descarte de OGM (15 x 30 m)
localizados na Unidade da Syngenta Seeds Ltda. na cidade de Rio Verde/GO. As atividades
a serem desenvolvidas serdo: liberagdo planejada no meio ambiente, transporte, avaliagdo
de produto, deteccdo e identificacdo de OGM, descarte, armazenamento e pesquisa e
desenvolvimento de produtos com plantas, fungos e derivados geneticamente modificados
pertencentes a Classe de risco 01.

No ambito das competéncias dispostas na Lei 11.105/05 e seu decreto
5.591/05, a CTNBio concluiu que o presente pedido atende as normas e legislagdo
pertinentes que visam garantir a biosseguranca do meio ambiente, agricultura, saide
humana e animal.

A CTNBio esclarece que este extrato ndo exime a requerente do cumprimento
das demais legislagBes vigentes no pais, aplicaveis ao objeto do requerimento.

Cidadio - SIQ pelo sitio eletrénico https://esic.cgu.gov.br/.

PAULO AUGUSTO VIANNA BARROSO
Presidente da Comissdo

EXTRATO DE PARECER TECNICO Ne 7.117/2020

Técnica Nacional de Biosseguranga
cnm o arqgo 14. im:sc

iver | Paulista - UNESP - Campus Jaboticabal
Endereco: Via de Acesso Professor Paulo Donato Casteliane , s/n - Jaboticabal-

Assunto: Solicitacdo de parecer para projeto de pesquisa - Nivel de
Biosseguranga 2

Extrato Prévio: 6969/2020, publicado no Didrio Oficial da Unido em
13/03/20200

A
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PAULO AUGUSTO VIANNA BARROSO
EXTRATO DE PARECER TECNICO N2 7.129/2020

A Presidéncia da Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca - CTNBio, no
uso de suas atribuicdes e de acordo com o artigo 14, inciso XIX, da Lei 11.105/05 e
do Art. 52, inciso XIX do Decreto 5.591/05, torna publico que na 2342 Reunido
Ordindria da CTNBio, realizada em 03 de setembro de 2020, a CTNBio apreciou e
emitiu parecer técnico para o seguinte processo:

Processo: 01245.002329/2020-57

Requerente: Monsanto do Brasil Ltda.

CQB: 003/96

Assunto: Revisdo e Extensdo do CQB.

A CTNBio, ap6s andlise do pedido de revisdo e extensdo do CQB, deliberou
pelo DEFERIMENTO conforme esse parecer técnico. A requerente solicita revisdo de
CQB para a Area de Secagem de Sementes (Atualizagdo da planta baixa e revisdo de
nomenclatura); Unidade de Beneficiamento de Sementes (UBS) (Atualizagdo da planta
baixa, exclusdo de local de manipulagdo de OGM e revisio de nomenclatura); Revisdo
e Extensdo para os Laboratorlo 02 e 03 (Atualizacdo da planta baixa, revisio de
e Extensdo para inclusdo de instalacdo do
Laboratério 1 Iocallzados na Estacéo Expenmental Petrolina 1, Petrolina/PE. As
ivi serdo: pesquisa em regime de contencdo, uso
comercial, Ilbevaz;éo planejada no meio ambiente, transporte, avaliagio de produto,
deteccdo e |dem1hcacau de OGM, descarte armazenamentu e producdo industrial de
plantas, micro e per a
Classe de Risco 01.

No ambito das competéncias dispostas na Lei 11.105/05 e seu decreto
5.591/05, a CTNBio concluiu que o presente pedido atende as normas e legislacdo
pertinentes que visam garantir a biosseguranca do meio ambiente, agricultura, saude
humana e animal.

CTNBio esclarece que este extrato ndo exime a requerente do
cumprimento das demais legislacbes vigentes no pais, apliciveis ao objeto do
requerimento.

Este é um extrato do Parecer Técnico da CTNBio. Sua integra, assim como
todos os documentos referentes a solicitagdo, constam do processo armazenado na
CTNBio. Informagbes complementares poderdo ser solicitadas através do Servico de
Informagdo ao Cidaddo - SIC, pelo sitio eletrénico https://esic.cgu.gov.br/.

PAULO AUGUSTO VIANNA BARROSO
Presidente da Comissdo

Este documento pode ser verificado no endereso eletronico
D/ v html, pelo codigo

Documento assinado digitalmente conforme MP n 2 200-2 de 24/08/2001,
que institu 3 Infraestrutura de Chaves Péblicas Brasileira - ICP-8rasil
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RESPOSTA IMUNE A SALMONELA PARATIFICA POR AVES INFECTADAS PELA
ESTIRPE SELVAGEM EM RELAGAO A INFECGAO PELA ESTIRPE MUTANTE
(AttrA E ApduA)

RESUMO - Salmonelas paratificas sédo eficientes em executar o processo de
inflamacéo intestinal e usufruirem desta para ganhar a competicdo com outros
microrganismos no microbioma intestinal. Este processo esta associado ao uso do
tetrationato e propanodiol como fonte de energia pela bactéria. Portanto, Salmonella
se beneficia do processo inflamatério em meio a um ambiente intestinal complexo,
composto por microrganismos diversos, permitindo ao patdégeno efetuar o processo
de colonizagao intestinal, bem como sua disseminacgéo para o ambiente externo. Este
projeto propde analisar as respostas imunoldégicas de aves comerciais
experimentalmente desafiadas por S. Enteritidis com modificacbes nos genes
responsaveis pelos processos metabdlicos de utilizagdo do tetrationato (ftrA) e 1,2-
propanodiol (pduA), por meio da expressao de genes relativos a resposta imune.
Diante disto, uma estirpe mutante de Salmonella Enteritidis foi construida contendo a
delecao dos genes ttrA e pduA (SEApduAttrA). Posteriormente foi conduzida a infecgéo de
aves de diferentes linhagens comerciais pela estirpe SEApduAttrA e pela estirpe selvagem
para avaliar a colonizacao intestinal e infeccdo sistémica por meio da mensuragao de mRNA
das citocinas IL-18, IL-6, IL-17, IL-18, IL-22, CCL4 e CXCLi2, pela técnica de RT-gPCR. Foi
observado que as expressdes das citocinas analisadas em aves infectadas pela bactéria
contendo a delecao dupla responsavel por estas vias metabdlicas ndo apresentou diferenga
estatistica quando comparado com as infectadas pela estirpe selvagem, provocando uma
resposta imune similar. Entretanto, quando se compara a infeccdo entre as linhagens, em
frangos de corte, a intensidade da resposta imunolégica é maior que em aves de postura. Em
conclusao, a delecao de ambos os genes em Salmonella Enteritidis ndo afeta na resposta
imune que a ave apresenta contra o patégeno, indicando que outras vias sdo mais importantes
para o desenvolvimento do processo infeccioso.

Palavras-chave: Mutacdo sitio dirigida, propanodiol, reag¢des imunoldgicas,
salmonelose aviaria, tetrationato
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IMMUNE RESPONSE TO SALMONELLA ENTERICA SEROVARS IN CHICKENS
INFECTED BY THE WILD-TYPE STRAIN COMPARED TO THE MUTANT STRAIN
(AttrA E ApduA)

ABSTRACT - Salmonella enterica serovars are efficient at carrying out the process of
intestinal inflammation and taking advantage of this to win competition with other
microorganisms in the gut microbiome. This process is associated with the use of
tetrathionate and propanediol as an energy source by the bacteria. Therefore, the
inflammatory process benefits Salmonella during a complex intestinal environment,
composed of multiple microorganisms, allowing the pathogen to carry out the intestinal
colonization process, as well as its dissemination to the environment. This project
aimed to analyze the immune responses of commercial birds experimentally
challenged by S. Enteritidis with deletions in the genes responsible for the metabolic
processes of tetrathionate (ttrA) and 1,2-propanediol (pduA) utilization through the
expression of genes related to the immune response. Therefore, the Salmonella
Enteritidis mutant strain was constructed with both gene deletion, tfrA and pduA
(SEApduAttrA). Posteriorly, different lineages of chicken were challenged with SEApduAttrA
and wild-type strains, respectively, to evaluate intestinal colonization and systemic infection
through mRNA measurement of cytokines IL-18, IL-6, IL-17, IL-18, IL-22, CCL4 e CXCLi2, by
the RT-gPCR technique. The double deletion responsible for metabolic pathways does not
show statistical differences with the wild-type strain, eliciting similar immune responses.
However, when comparing infections between strains, broilers showed a more immune
response than laying hens. In conclusion, the deletion of both genes in Salmonella Enteritidis
does not significantly impact the immune response of the birds to the pathogen. This suggests
that other pathways play a more crucial role in the development of the infectious process.

Keywords: Avian salmonellosis, immunological reactions, propanediol, site-directed
mutagenesis, tetrathionate



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais
INTRODUCAO

Salmonella enterica € um dos maiores causadores de infecgdes alimentares
em todo o mundo (Jung et al., 2022). De acordo com o “Centers for Diseases Control
and Prevention” (CDC), no Estados Unidos, ocorrem mais de 1,2 milh&o de infec¢des
e 450 mortes anualmente, sendo que, dentre os sorovares mais isolados, S. Enteritidis
aparece em primeiro lugar com 16,8%, seguido por S. Newport (10,1%) e S.
Typhimurium (9,8%) (CDC, 2011; CDC, 2018).

ApoOs a chegada ao intestino, Salmonella spp. desencadeia um processo
inflamatorio intenso ao entrar em contato com células de defesa do sistema imune,
especificamente, macrofagos e células dendriticas, restringindo a disponibilidade de
nutrientes (SHAJI et al., 2023; WINTER et al., 2010). Entretanto, estas bactérias,
possuem vias metabdlicas capazes de utilizar subprodutos da inflamagéo, como por
exemplo, o tetrationato (S40s)? (através do operon ttr) como aceptor de elétrons e 1,2-
propanodiol (operon pdu) como fonte de carbono que, em condigbes anaerdbicas,
oferecem vantagens para o ganho de energia (WINTER et al., 2010; STAIB & FUCHS,
2015).

Com o avancgo da patogenia, para que mais células de defesa cheguem até o
local da inflamacéo, citocinas sao secretadas no lumen intestinal fazendo com que
ocorra quimiotaxia (HUANG et al., 2020). Citocinas pro-inflamatérias regulam a
inflamacao intestinal durante a infec¢ao, entretanto, quando muito intensa podem
causar danos aos tecidos, necessitando da secrecao de citocinas anti-inflamatorias
para controle (MAGANA et al., 2024).

Em um estudo anterior utilizando camundongos infectados por Salmonella
Typhimuirum (STM), demonstrou que a depleg¢do do gene ttrA provoca a atenuagéao
do patégeno (WINTER et al., 2010). Porém, Saraiva et al. (2020), observaram que a
infecgao por STM com os genes ttrA e pduA deletados em galinhas foi mais intensa.

Portanto, presente estudo tem como objetivo avaliar a expressao de genes relativos a
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resposta imune de aves de linhagem comercial pela estirpe de S. Enteritidis contendo
delecdes nos genes relacionados com a metabolizagao do tetrationato (ttrA) e do 1,2-

propanodiol (pduA) em comparagao com a estirpe selvagem.

REVISAO DE LITERATURA

1. Producgao avicola

A cadeia produtiva avicola dentre a produg¢ao de proteina animal € a de maior
crescimento. Segundo a “Food and Agriculture Organization — OECD/FAQ” (2023) a
projecéo para 2024 é de 141 milhdes de toneladas, representando a maior fatia da
produtividade de carne mundial. Em ambito nacional, segundo a Associacao Brasileira
de Proteina Animal — ABPA (2024), a producao de carne de frango no ano de 2023
totalizou 14,833 milhdes de toneladas, alcangando o segundo lugar no ranking
mundial de producdo, permanecendo atras apenas dos Estados Unidos da América,

porém o pais segue como maior exportador.

A procura de produtos de origem avicola aumentou nos ultimos anos,
alcangando o primeiro lugar no ranking dentre as proteinas de origem animal mais
consumidas no mundo (OECD/FAO, 2022). O crescimento da demanda deste
alimento € principalmente pelo baixo custo, valor nutritivo balanceado, questdes
religiosas, consisténcia e adaptabilidade (OECD/FAO, 2022; Cao et al., 2020).
Portanto, € um alimento que tem proeminéncia de seu consumo em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento (OECD/FAO, 2022). No entanto, para
atender a demanda do mercado consumidor, as aves sdo criadas em sistemas de
confinamento, o que aumenta a densidade animal por galpéo e favorece a presenga
e disseminacgao de patdgenos dentro do lote (EFSA, 2019). Devido a esse processo
de produgao, produtos avicolas estdo frequentemente associados a surtos de
Salmonella spp. em seres humanos (O'REGAN et al., 2008).

2. Salmonella spp.
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Organismos pertencentes ao género Salmonella sao bactérias Gram-
negativas, em formato de bastonetes e anaerdbicas facultativas, pertencentes a
familia Enterobacteriaceae (Jajere, 2019). Este género € formado por apenas duas
espécies, sendo elas, Salmonella enterica e Salmonella bongori, que abrigam mais de

2600 sorovares (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014).

Na avicultura, podem ser observadas trés principais doencgas. A Pulorose,
causada por Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Gallinarum biovar Pullorum;
o tifo aviario, causada por Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Gallinarum
biovar Gallinarum e o paratifo aviario, que pode ser acometido por todos os outros
sorovares presentes na espécie Salmonella enterica subsp. enterica (Poppe, 2000;
Freitas Neto et., 2020).

A presenca do patodgeno resulta em uma significativa queda na produtividade e
aumento na mortalidade dos animais de produg¢do, causando prejuizos a industria e
colocando em alerta instituicbes responsaveis por monitorar sua surgimento. Além
disso, pode ocorrer a disseminagéo do patégeno para outras especies e localidades
(WOAH, 2018). Considerando as doengas de transmissao hidrica e alimentar (DTHA),
0s animais associados a esses surtos representam um risco maior para a propagagao
da doenga. Levantamentos epidemiolégicos mostram que paises em
desenvolvimento geralmente apresentam altas taxas de DTHA causadas por bactérias
do género Salmonella (MA et al., 2014).

Surtos de DTHAs causados por salmoneloses paratificas geram danos
significativos a saude humana e animal, resultando em grandes prejuizos, ndo s6 aos
setores de produgao, como aos sistemas de saude publica em todo o mundo (CHEN
et al. 2010). Atualmente tem-se estimado que ao menos 93,8 milhdes de casos de
salmoneloses ocorram em todo mundo (dos quais 80,3 milhdes de casos sé&o

transmitidos por alimentos), causando 155 mil mortes ao ano (Majowicz et al., 2010).

Nos Estados Unidos da América (EUA), casos de Salmonella enterica subsp.
enterica em humanos alcangam o segundo lugar no ranking de infecgdes bacterianas
classificadas como DTHAs, superado apenas por Campylobacter spp. (CDC, 2011;
Fleckenstein et al., 2021). E reportado mais de 1,2 milhdes de infeccdes, levando a

aproximadamente 23.000 hospitalizacées e 450 mortes em decorréncia dos surtos
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alimentares causados por Salmonella spp. anualmente (CDC, 2011). Em uma viséo
mais detalhada sobre a incidéncia dos sorovares isolados, de acordo com o “Centers
for Diseases Control and Prevention — CDC”, S. Enteritidis aparece em primeiro lugar
com 16,8%, seguido por S. Newport (10,1%) e S. Typhimurium (9,8%) (CDC, 2018).

Na Uniao Europeia (UE), Salmonella spp. também ocupa o segundo lugar em
DTHAs, assim como nos EUA. Em 2020 foram relatados 65,2 mil casos de
salmonelose em humanos em um total de 1014 surtos alimentares, o que confere uma
razdo de 15,3 casos confirmados a cada 100 mil habitantes, e os sorovares mais
isolados de Salmonella spp. foram S. Enteritidis (67,3%), S. Typhimurium (13,1%) e
S. Typhimurium monofasica (4,3%) (EFSA, 2023).

No Brasil durante os anos de 2000 a 2021 foram notificados 39.314 casos de
Salmonella spp. em DTHAs, sendo o agente mais comumente isolado com 14,77%
dos casos e um total de ébitos de 34 (16,04%). Entretanto, o pais enfrenta problemas
de subnotificagcdo da doenca, o que atrapalha a real dimensao dos danos causados
por esses patdgenos. Estima-se que casos nao identificados e ignorados ultrapassam
os 115.000, ocupando uma parcela de 43,25% de todos os casos (Marques; Trindade,
2022).

Infecgbes por Salmonella ocasionam perdas econdmicas. Nos EUA e paises
que compdem a Unido Europeia, por exemplo, o gasto anual pode chegar as cifras de
3,3 bilhdes de dolares e 3 bilhdes de euros, respectivamente (EFSA, 2014,
HOFFMANN et al., 2012).

3. Colonizagao intestinal

O desenvolvimento da patogenia de bactérias do género Salmonella spp. €
dependente de fatores como a interagédo do patdégeno com o hospedeiro, elevada
capacidade de invasao, a sobrevivéncia intracelular em macréfagos, a resposta imune
e a integridade do epitélio intestinal (SORIA et al., 2013). Diante disso, barreiras se
tornam necessarias para impedir a colonizagcdo de patdgenos, visando restringir os
danos causados pela inflamagcdo e proteger a integridade epitelial (PATEL;

MCCORMICK, 2014). O aparato de ataque e sobrevivéncia de salmonelas paratificas
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possibilitam com que a bactéria induza a resposta imune, resultando na inflamagéao
intestinal, e ocasionando a superagdo das barreiras impostas pelo hospedeiro e

garantindo a colonizag&o do epitélio. (CHIRULLO et al., 2016).

O sucesso da sobrevivéncia bacteriana no ambiente inflamado e a superagao
em relacédo a competigdo com a microbiota s6 € possivel gragas a utilizagédo do
tetrationato durante processo de respiracdo anaerdbica para obtencdo de nutrientes
essenciais (WINTER, 2010). Diante disso, apds a entrada da bactéria no hospedeiro,
ela se encontra em um meio denso e diversificado formado pela microbiota intestinal.
Tendo em vista a alta competitividade, faz-se necessario sua adaptacdo ao meio
anaerdbico, a partir de atividades metabdlicas essenciais partindo de um aparato de

genes possibilitando sua sobrevivéncia (ERNST et al., 1990).

4. Operon ttr

Em ambientes anaerdbios inflamados, um sistema alternativo € adotado por
Salmonella enterica para a respiragao celular, caracterizado por um processo
metabdlico com um balango energético mais rentavel, utilizando-se de aceptores de
elétrons que favorecem o patégeno. Dos genes responsaveis por esta via alternativa,
existem alguns que oferecem a capacidade de metabolizagdo do tetrationato (operon
ttr), desta forma proporciona uma multiplicagdo mais acentuada para Salmonella spp.
devido a presenga de novas fontes de carbono utilizadas na respiracdo anaerobica,
quando comparada com outras bactérias presentes no lumen intestinal que em sua
maioria ndo possuem mecanismos para utilizacdo de tal substrato (WINTER et al.,
2010).

A capacidade da metabolizacdo do tetrationato € apenas vista em algumas
espécies de bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, dentre elas estao
Salmonella spp., Yersinia spp., Enterobacter spp. e Citrobacter spp. (WINTER;
BAUMLER, 2011). Outrora, acreditava-se que o uso do tetrationato como fonte
energética somente referia a patdgenos que preservavam sua sobrevivéncia em vida
livre apenas em ambientes onde este anion estaria presente como em carcacgas em

decomposi¢cdo ou alguns tipos de solo (HENSEL et al., 1999). Porém, estudos
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posteriores demonstram que as salmonelas paratificas evoluiram, para que quando
iniciassem o processo de invasao epitelial em seu hospedeiro tornassem o local da
inflamacéo favoravel e com grande disponibilidade de fontes de carbono para sua
sobrevivéncia em decorréncia da competicdo e de aumentar sua taxa de multiplicagao
(STECHER et al., 2007; THIENNIMITR et al., 2011). Observando outros integrantes
do género Salmonella spp., os sorovares Salmonella Gallinarum e Salmonella
Pullorum ndo possuem o dominio desta habilidade, dispensando a inflamacéao
intestinal e evoluindo para uma infecgéo sistémica critica nas aves (GAL-MOR et al.,
2014). Winter et al. (2010) em um estudo, demonstraram que Salmonella Typhimurium
quando utiliza os subprodutos oriundos da inflamacao intestinal, obtém uma melhora
de sua multiplicacdo no lumen intestinal, auxiliando a invasdo do hospedeiro,

colonizacao e por fim a transmissao horizontal.

Quando em condicdo de anaerobiose, ocorre a ativagdo de uma proteina
chamada de tetrationato redutase, enzima constituida por 3 subunidades (TtrA, TtrB
e TtrC) e 5 genes no operon. A TtrA, possui o dominio de ligagdo ferro-enxofre,
pertencente a superfamilia molibdopterina (MPT), onde estdo classificados outros
membros determinados pela fungcéo oxidoreductase, sendo eles, nitrato reductases
bacterianas, sulfoxidos reductases dimetilsulfoticas, tiossulfato reductase e arsenite
oxidase. Por mais que enzimas com a presencga do cofator molibdopterina geralmente
catalisam reagdes partindo de um atomo de oxigénio ou de ligagdes C-H. Este cofator
incorpora o centro ativo da TtrA atuando como chave principal na redugdo do
tetrationato presente. Ja a subunidade TtrB possui o dominio de ligacao ferro-enxofre
(FeS), atuando na redugéo do tetrationato fazendo o carreamento de elétrons entre
as subunidades TtrA e TtrC. Ademais a subunidade TtrC tem em sua constituicdo 9
hélices transmembranares e é pertencente a familia NrfD e é provavel que esteja
envolvido com a transferéncia de elétrons do “pool” de quinona S (Q) direcionando
para outros componentes do complexo redutase, e em agao adjunta, oferta prétons
(H+) para o periplasma (HINSLEY; BERKS, 2002; WINTER; BAUMLER, 2011).

O comportamento do género Salmonella spp. pela agao tetrationato redutase
no ambiente inflamado, infere em vantagens metabdlicas sobrepujando a competi¢cao
com a microbiota presente no intestino e, faz-se possivel em decorréncia da presenca

dos determinantes genéticos nas llhas de Patogenicidade 1 e 2 (SPI-1 e SPI-2),
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proporcionando a invasao ao hospedeiro de forma eficaz. Quando no interior do trato
digestivo, proteinas liberadas por essas bactérias a partir deste sistema de secregao,
vao de encontro as células hospedeiras, iniciando a produgdo de citocinas pro-

inflamatorias dando inicio a inflamagao (KHAN, 2014).

Estudos realizados em mamiferos sobre este processo, demonstrou que a
mucosa intestinal efetua a conversdo de sulfeto de hidrogénio (H2S) oriundo
naturalmente dos organismos presentes na microbiota em tiossulfato (S2032), nocivo
aos mesmos afetando o equilibrio da microbiota intestinal (FURNE et al., 2001). Apos
a invasao, possibilitando a inflamacgao a partir dos determinantes genéticos presentes
nas SPI-1 e SPI-2 de STM, células imunes produzem espécies reativas de oxigénio
(ROS), e o tiossulfato € oxidado a tetrationato (WINTER et al., 2010). O anion
produzido é utilizado como aceptor de elétrons por bactérias, como S. enterica,
possibilitando a respiracao em ambientes de niveis escassos de oxigénio e coloca um
passo a frente da microbiota intestinal do hospedeiro. Como o tetrationato, a producéo
de ROS por células hospedeiras é nociva para a microbiota, mas inofensiva para o
patdogeno, pode-se destacar novamente que além da diminuicdo da competicdo por
metabolitos nocivos produzidos pela ave, o uso do tetrationato como aceptor de
elétrons é praticamente exclusivo destas bactérias, e conferindo em vantagem
(WINTER et al., 2010).

5. Operon pdu

Quando bactérias do género Salmonella estdao submetidas a respiragao
anaerobica o substrato 1,2-propanodiol é utilizado como fonte de energia,
impulsionado pelo tetrationato como aceptor de elétrons, porém para a microbiota
fermentadora este substrato é inacessivel (THIENNIMITR et al., 2011). Para embasar
ainda mais este fato, estudos in vitro comprovam que para meios em anaerobiose é
necessario a adigdo de tetrationato para que a utilizagdo de 1,2- propanodiol seja
possivel (PRICE-CARTER et al., 2001).

A utilizagao de 1,2-propanodiol por S. enterica é feita em questao de sua fonte

de carbono e energia para a bactéria por uma via que necessita da coenzima B12.
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Quando analisado o trato intestinal é possivel observar apenas duas fontes de
carbono abundante, a rhamnose e a fucose, que durante o processo de multiplicagao
bacteriana s&o fermentadas, obtendo como produto final o 1,2-propanodiol (STAIB,;
FUCKS, 2015). E necessario que 1,2-propanodiol seja convertido em propionaldeido.
Para tal, é utilizado uma via de degradagdo com uma enzima dependente da vitamina
B12, a propanodiol-desidratase, que converte o em propanol e propionato. Estes
subprodutos geram um ATP por fosforilagdo equivalente ao substrato, também um
gradiente de elétrons (1-propanol) necessario para a regeneragdo do NAD, e por fim
um intermediario (propionil-CoA) sendo utilizado como fonte de carbono e energia
para a via do metilcitrato (HORSWILL; ESCALANTE-SEMERENA, 1997).

No caso da etanolamina é produzida devido a inflamacéo causada juntamente
com a descamacgao intestinal, sendo um substrato de produc¢do continua nas aves
quando o trato intestinal esta inflamado (GART et al., 2016). Esta molécula possui um
precursor chamado de fosfatidiletanolamina, de ocorréncia abundante presente nas
membranas celulares de bactérias e mamiferos, que quando degradado se converte
em glicerol e etanolamina por fosfodilesterases. Diante disso, a etanolamina passa
por um processo de conversao em acetaldeido e aménia pela enzima etanolamina
amoénia liase (GARSIN et al., 2010). A aménia gerada no processo de conversao €
utilizada pelo microrganismo como fonte de nitrogénio e o acetaldeido convertido em
acetil-CoA, se adequando a varios processos metabdlicos que necessitam do mesmo
(JONES; TURNER, 1984). Seguindo estes processos, a utilizagdo de tetrationato
como aceptor de elétrons pode realizar uma funcédo importante para a sobrevivéncia
do patégeno em ambientes anaerdbicos, utilizando a etanolamina e o 1,2-propanodiol
(PRICE-CARTER et al., 2001).

Quando a enfermidade acomete aves mais jovens, alguns sorovares paratificos
ocasionam colonizagao intestinal intensa, inflamagéo e excrecgéo fecal do patégeno.
Quando falado sobre o motivo do sucesso da infeccado nestas aves, pode estar
relacionado com a utilizagcdo da etanolamina pela bactéria, que proporciona a
multiplicagdo bacteriana resultando a longo prazo na eliminagao via fecal e a infecgao
de novos hospedeiros (LAWLEY et al., 2008). Riviera-Chavez et al. (2013)
demonstram em camundongos que uma estirpe mutante, que nao possui capacidade

de metabolizar o tetrationato (STMAftrA), tem sua multiplicagdo reduzida quando
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comparada com uma estirpe selvagem por até 28 dias pds-infecgao; postergando este

periodo, a recuperagao da estirpe mutante em conteudo cecal n&o foi possivel.

Microcompartimentos (MCP) bacterianos sdo proteinas que estao predispostas
em formato de concha, alojando enzimas responsaveis por alguns processos
especificos. MCP que faz o uso do 1,2-propanodiol, € formado por 7 proteinas
diferentes, sendo que, a PduA que esta entre as proteinas que formam a estrutura é
o principal componente estrutural da base da concha (STAIB et al., 2015). Essas
organelas exercem o papel de orientar os caminhos metabdlicos e captar toxinas e
volateis intermediarios que sao liberados na produgao do tetrationato (SAMPSON;
BOBIK, 2008). As principais fungdes exercidas pelo MCP é a formacdo de uma
barreira que impede o acumulo de substancias nocivas como o propanol e, que
também abriga a catalise das fontes de carbono e energia (CROWLEYet al., 2010).
Quando apontado a degradagao de 1,2-propanodiol as duas etapas iniciais ocorrem
no interior do lumen do MCP-Pdu, que é convertido em propionaldeido e logo apos
em propionil-coenzima A, em fung¢ao da diol-desidratase que depende da vitamina B12
(PduCDE) e propionaldeido desidrogenase (PduP) (CHENG et al., 2011).
CHOWDHURY (2016), relata que o compartimento PduA é o intermediario do

transporte de 1,2- propanodiol para os MCPs.

Estudo de estirpes mutantes de Salmonella com o operon pdu inativado
demonstrou que houve redugcdo na recuperagao intestinal e na excre¢ao quando
comparada com a estirpe selvagem (HARVEY et al, 2011). Em suma, o potencial de
colonizacdo intestinal destas duas delecdes presentes nas estirpes pode ser
atenuado, causado pela diminuigdo da taxa de multiplicacdo no lumen intestinal. Por
fim, quando analisadas as fungbes dos genes pdu responsaveis pela utilizagao do 1,2-
propanodiol induzidos em macréfagos de camundongos e células epiteliais de
humanos, a sua delegdo implica na baixa multiplicagédo no interior de macréfagos
(HEITHOFF et al., 1999; KLUMPP; FUCHS, 2007). Baseado nas informagdes acima,
a analise imunoldgica de aves infectadas por estirpes paratificas contendo delecbes
nos genes citados é de grande importancia para o entendimento do grau de atenuagao

destes patdgenos.
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6. Imunologia da infec¢ao

Apo6s a chegada ao intestino, Salmonella spp. coloniza o epitélio intestinal por
meio do sistema de secre¢ao do tipo Il (T3SS) que € expresso por genes localizados
nas SPI-1 e SPI-2 (LOU et al., 2019). O primeiro contato com o epitélio, desencadeia
um processo inflamatoério intenso com a liberagdo de sinalizadores que promovem

quimiotaxia de células imunes até o local da inflamagdo (HUANG et al., 2020).

Citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias, como por exemplo, IL-1B, IL-18,
CXCLi2 e CCL4, sao secretadas para o recrutamento de macrofagos, heterdfilos,
células dendriticas e células “natural killer” (NK), que compdem as células de defesa
do sistema imune inato (HUANG et al., 2020). Simultaneamente, durante o processo
de colonizagao bacteriana, ocorre também a secregao de sulfeto de hidrogénio (H2S)
em grande quantidade pelo patégeno no lumen intestinal, causando grandes prejuizos
a mucosa e, consequentemente, aumentando o processo de inflamacéo (LEVITT et
al., 1999).

Para a protegdo do organismo contra os danos causados por este composto,
H2S é convertido a tiossulfato para sua neutralizacdo. Entretanto, a conversao do
tiossulfato pode oferecer vantagem a bactéria que, com a intensificagao da inflamacéao
e a migragao das células imunes, ocorre a produg¢ao de oxido nitrico (NO) a partir da
chegada de heterdfilos, oxidando o tiossulfato em tetrationato que é utilizado como
aceptor de elétrons (FURNE et al., 2001; REINDERS et al., 2007).

O contato com as células M no inicio da colonizagao facilita a entrada do
patbgeno na mucosa intestinal, sendo que, estas células especializadas na
amostragem de antigenos, que captam e entregam aos macrofagos e células
dendriticas (SHAJI et al., 2023). Macrofagos sao células imunes especializadas em
fagocitar outros microrganismos e provocar a morte celular; porém, ao realizar a
internalizacdo da bactéria, mecanismos de defesa sdo expressos por genes
localizados na ilha de patogenicidade em Salmonella 2 (SPI-2) (SHAJI et al., 2023).
Uma estrutura denominada de Vacuolo Contendo Salmonella (Salmonella Containing-
Vacuole - SVC) é formada, garantido sua sobrevivéncia intracelular que,

posteriormente, migra para a corrente sanguinea até outros o6rgaos, como por
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exemplo, figado e bago possibilitando que ocorra a infecgéo sistémica (BUCHMEIER
& HEFFRON, 1991).

Ainflamacéo local € aumentada conforme o avango da infecg&o para o controle
do patogeno. Entretanto, se exacerbado pode danificar os tecidos a partir do grande
recrutamento de células imunes e seus metabdlitos gerados, como por exemplo,
moléculas antimicrobianas (MAGANA et al., 2024). Sendo assim, o organismo
necessita diminuir a inflamagéo como uma medida para controle de danos, secretando
citocinas anti-inflamatérias (IL-10 e TGF-B), especializadas em regular a expressao
de mediadores imunolégicos pro-inflamatérios (Opal & Depalo, 2000; REED, 1999).
Neste contexto, é possivel acompanhar o desenvolvimento da patogenia e inflamacgao
a partir da mensuragao da expressao destes sinalizadores com o auxilio de técnicas

laboratoriais, proporcionando o entendimento da interagcéo patdégeno-hospedeiro.

7. Métodos de detecgao de citocinas e interleucinas

Citocinas sao proteinas que possuem um papel fundamental na comunicagao
celular e na regulacao da resposta imune (ZHANG & NA, 2007). A quantidade e o tipo
dessas moléculas secretadas sdo dependentes do estado em que a infecgdo se
encontra, por exemplo, no primeiro contato de um patégeno com as células imunes
do hospedeiro uma resposta inflamatéria € desencadeada com a liberagdo de
citocinas proé-inflamatorias e, ao alcancgar niveis elevados, citocinas anti-inflamatoérias
sdo secretadas, regulando a resposta imune (SHAJI et al., 2023; Opal & Depalo,
2000). Portanto, a detecgao e quantificagdo destas moléculas permitem uma analise
detalhada do processo infeccioso, auxiliando no entendimento da relagdo patégeno-

hospedeiro.

Atualmente, existem diversas técnicas para a detecgao e quantificacdo dos
niveis de citocinas, entre as mais conhecidas, o ensaio imunoenzimatico (ELISA), que
utiliza anticorpos para a detecgdo das citocinas presentes em amostras bioldgicas
(CHISWICK et al., 2012); “Microarray” de RNA, através da hibridizacdo de cDNA e
analise por fluorescéncia (CHENG et al., 2020); Sequenciamento de mRNA (RNA-

Seq), que analisa o conjunto de transcritos de uma biblioteca de cDNA previamente
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construida (STARK; GRZELAK; HADFIELD, 2019); Reacédo de transcricdo reversa
seguida de reacdo em cadeia da polimerase (RT-gPCR), quantificando o material
genético por PCR por meio de fluorescéncia (WONG & MEDRANO, 2005).

Diante disto, a escolha da técnica para a analise da expressao destas proteinas
durante um processo infeccioso € estabelecida de acordo com cada delineamento
experimental. No caso da avaliacdo de alvos especificos, como interleucinas pro-
inflamatdrias, a técnica de RT-qPCR torna-se uma escolha interessante, por

apresentar grande especificidade e precisao.
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