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UTILIZACAO DE UM MUTANTE ATENUADO DE Salmonella enterica subesp.
enterica sorovar GALLINARUM AcobSAcbiA PARA PROTECAO DE AVES
CONTRA A INFECCAO POR Salmonella enterica subesp. enterica sorovares
GALLINARUM E ENTERITIDIS.

RESUMO: Salmonella Gallinarum (SG) causa o Tifo Aviario, uma doenca
caracterizada por alta mortalidade e morbidade em aves. Salmonella Enteritidis
(SE) é uma salmonela paratifica, capaz de acometer aves e mamiferos. Carne de
aves e ovos sdo as principais fontes de transmissdo de SE, causando doenca
transmitida por alimentos em humanos. O controle destas bactérias nas criacoes
avicolas é feito através da combinacdo de medidas sanitarias e a vacinacao das
aves. As vacinas vivas mostram-se melhores do que as inativadas para combater
esses sorotipos, no entanto, a protecdo contra SE, é parcial. A cepa SG
AcobSAcbiA é incapaz de sintetizar vitamina Bi,. A auséncia dessa substancia
prejudicou a sobrevivéncia da bactéria no organismo parasitado, causando
atenuacao na viruléncia. Neste trabalho, foram avaliadas a mortalidade e a
infeccao sistémica causadas por SG AcobSAcbiA em comparagdo com uma cepa
selvagem de SG. Também foi avaliado seu potencial vacinal contra SG e SE em
aves de postura e sua utilizacdo para impedir a colonizagdo cecal por SE em
pintinhos de corte de um dia. As aves de postura foram vacinadas com uma dose
aos cinco dias, ou com duas doses aos cinco e vinte e cinco dias de vida e foram
desafiadas com as respectivas cepas de SG e SE aos 45 dias de vida. As aves
que receberam tanto uma quanto duas doses da cepa vacinal foram parcialmente
protegidas contra SG. A protecédo contra SE foi significativa no grupo de aves que
recebeu duas doses de SG AcobSAcbiA. Porém, a inoculacdo de SG AcobSAcbiA
em pintinhos com um dia de vida ndo impediu a colonizagdo do ceco por SE. A
cepa SG AcobSAcbiA demonstrou ter potencial vacinal contra SG e SE.

Palavras-Chave: Salmonella Enteritidis, Salmonella Gallinarum, Mutante , Vacina,

Aves, Atenuacgao
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UTILIZATION OF THE ATTENUATED MUTANT STRAIN Salmonella enterica
subsp. enterica serovar GALLINARUM AcobSAcbiA FOR THE PROTECTION
OF POULTRY AGAINST THE INFECTION BY Salmonella enterica subsp.
enterica serovars GALLINARUM AND ENTERITIDIS.

SUMMARY: Salmonella Gallinarum (SG) causes Fowl Typhoid, a disease
caracterized by high mortality and morbidity rates in poultry. Salmonella Enteritidis
(SE) is a paratyphoid salmonelae that infects birds and mammals. Poultry meat
and eggs are the main sources of transmission of SE, causing foodborne disease
in humans. The control of these bacterias inside the avian breeding sites is done
by the combination of sanitary measures and poultry vaccination. Live vaccines
have demonstrated greater efficacy on the protection of poultry against these
serovars than the killed vaccines, though, protection against SE is still partial. The
strain SG AcobSAcbiA is uncapable to synthesize vitamin By,. The absence of this
substance harmed the bacterial survival in the infected organism, causing
attenuation of the virulence. On this work, the mortality and the sistemic infection
by SG AcobSAcbiA were measured and compared with a wild strain of SG. It was
also evaluated the potential use of the attenuated strain as a vaccine against SG
and SE in laying hens and its utilization to prevent the colonization of the ceca by
SE on 1-day-old chickens. The laying hens were vaccinated with one dose at 5-
day-old, or with two doses at 5 and 25-day-old and were challenged at 45-day-old
with the respective strain of SG or SE. The vaccination either with one or two
doses was able to protect the birds against challenge with SG. The administration
of two doses of SG AcobSAcbiA protected the laying hens against SE. Although,
the inoculation of SG AcobSAcbiA by oral gavage on newly hatched chicks was
unable to prevent the colonization of the ceca by SE. The protection confered by
the strain SG AcobSAcbiA demonstrated its potential to be used as a vaccine.

Palavras-Chave: Salmonella Enteritidis, Salmonella Gallinarum, Mutant, Vaccine,

Poultry, Attenuation



I. INTRODUCAO

A atividade avicola organizou-se de forma intensiva no inicio da década de 1960.
Hoje, a industria avicola, produz cerca de 60 milhdes de toneladas de carne ao ano no
mundo todo. No Brasil, desde 2006, a carne de frango € o produto de origem animal
com o maior volume de exportacdes. Este crescimento tem que ser acompanhado pela
evolucao dos conhecimentos, principalmente ligados ao bem-estar e a sanidade animal.
A criacao animal moderna explora aspectos como a potencializacdo da criacdo no
menor espaco possivel, favorecendo a introducao e a disseminagao de patégenos, que
poderdo permanecer no ambiente por tempo indeterminado e o aparecimento de
doencas nas aves. As salmoneloses sao de dificil controle e podem provocar zoonoses.
As salmonelas paratificas sdo transmitidas para o homem através do consumo de
alimentos contaminados e causam intoxicagado alimentar. A carne de frango e os ovos
estdo implicados como o0s principais meios de transmissao para seres humanos,
principalmente de Salmonella Enteritidis (SE) e Salmonella Typhimurium (STM).

Salmonella Gallinarum (SG) é um sorotipo hospedeiro-especifico de aves,
altamente invasivo e causa o Tifo Aviario. Provoca alta mortalidade, gerando enormes
prejuizos para a industria avicola. SE € inespecifica quanto ao hospedeiro e a infecgéao
de aves nao provoca, necessariamente, o aparecimento de sinais clinicos da doenca,
tornando necessario o constante monitoramento da infeccao por esta bactéria nos lotes.

O controle de SG e SE nos lotes de aves € muito complicado, uma vez que a
Salmonella pode atingir toda a escala de producéao (aves de corte, galinhas poedeiras e
aves reprodutoras) e a transmissdao de SE pode ser tanto vertical quanto horizontal,
considerando-se que a ave pode excretar uma elevada quantidade de bactérias pelas
fezes, contaminando o ambiente e infectando outras aves.

O tratamento com antibiético foi proibido na Europa e seu uso é cada vez menor
em outros continentes, principalmente em paises exportadores, como o Brasil. Assim,

as medidas de prevencdo tomadas contra as salmoneloses, constam de varias



ferramentas utilizadas de forma combinada, como a desinfeccdo das instalagdes,
controle de roedores e a vacinagao, para garantir um resultado satisfatério.

A vacinacao de aves de producao contra Salmonella spp. é uma tentativa de
diminuir a colonizacdo intestinal e a subseqlente excregcdo da bactéria no meio
ambiente pelas fezes, diminuir a colonizagdo dos 6rgéos internos (incluindo o ovario) e
diminuir a contaminacao do conteudo e da casca dos ovos produzidos.

Existem dois tipos de vacinas disponiveis no mercado, as bacterinas, que sao
constituidas por células inativadas ou subunidades de Salmonella e as vacinas vivas,
contendo cepas atenuadas.

Com os recentes avangos em pesquisa, novas vacinas tem sido langcadas, mas a
maioria dos testes realizados mostram apenas uma proteg¢do parcial. Nenhuma vacina
mostrou-se capaz de conter completamente infecgdes por sorotipos heterdlogos de
Salmonella.

Considerando as colocagdes acima, este projeto investigou a utilizacdo da cepa
atenuada SG AcobSAcbiA, um mutante metabdlico incapaz de sintetizar cobalamina,

como uma cepa vacinal contra cepas virulentas de SG e SE.



Il. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Classificacao de Salmonella

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae. Sao bactérias
aerdbicas ou anaerobicas facultativas, bastonetes gram-negativos e oxidase negativas.
O género Salmonella consiste de duas espécies, Salmonella enterica e S. bongori,
possuindo mais de 2400 sorotipos conhecidos. Salmonella enterica se divide em seis
subespécies: S. enterica subesp. enterica, S. enterica subesp. salamae, S. enterica
subesp. arizonae, S. enterica subesp. diarizonae, S. enterica subesp. houtenae, S.
enterica subesp. indica. (FORSHELL & WIERUP, 2006).

2.2. Salmoneloses e sua importancia econémica em avicultura

Salmonella spp. causa doenca tanto em humanos quanto em animais. Os
sorotipos S. enterica subesp. enterica sorovar Gallinarum (SG) e S. enterica subesp.
enterica sorovar Pullorum (SP) sdo hospedeiro-especificos e causam graves infec¢des
sistémicas em aves, o Tifo Aviario e a Pulorose, respectivamente. A especificidade de
SG com as aves parece ser decorrente da relagdo entre essa bactéria e o sistema
mononuclear-fagocitico do hospedeiro (BARROW et al., 1994). No entanto, € provavel
que outros fatores, como a interagdo com o epitélio intestinal, tenham relagdo com a
especificidade (PASCOPELLA et al., 1995; KAISER et al., 2000).

A Salmonella enterica subesp. enterica sorovar Enteritidis (SE) esta entre as
salmonelas paratificas. Este sorotipo causa doenga em humanos através do consumo
de produtos de origem avicola, gerando prejuizos para a industria, governo e a

populacao afetada. Nos Estados Unidos da América (EUA), o numero de infec¢des por



Salmonella spp. reportado anualmente aos Centros para Controle e Prevencdo de
Doencas (CDC), chega a aproximadamente 40.000, destes, cerca de 18% sao
causados por SE (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2007).
Contudo, estima-se que 0s numeros sejam mais expressivos, chegando a 1,4 milhdes
de casos, 16.430 hospitalizacoes e 582 mortes (MEAD et al.,, 1999; VOETSCH et al.,
2004). O grande numero de casos de salmonelose humana, principalmente os
causados por SE, tornaram esta doenca uma questao de saude publica internacional de
grande importancia econémica (RODRIGUE et al., 1990; DUGUID & NORTH, 1991). A
infecgdo por SE ndo apresenta necessariamente os sinais clinicos da doenca nas aves,
desta forma, € necessario a monitoria dos lotes para a deteccdo da bactéria. Porém,
algumas cepas, sdo reconhecidamente mais perigosas, como o fagotipo 4 (PT4), que
foi associado com o aumento da morbidade e da mortalidade entre aves no Reino
Unido (BARROW et al., 1987; LISTER, 1988; O'BRIEN, 1988; GAST & BEARD, 1990;
KELLER et al., 1995; POPPE, 2000) e nos Estados Unidos (KINDE et al., 1996a,b).

O ambiente de criagdo das aves comerciais € propicio para o aparecimento de
varios sorotipos de Salmonella, mesmo assim, a SE se sobressai por conseguir
contaminar os ovos facilmente (SOERJADI-LIEM & CUMMING, 1984; CALDWELL et
al., 1995; BYRD et al., 1999). A pandemia de SE envolve a interacdo do patégeno com
muitos ambientes, que incluem os galpdes, as aves, 0s ovos, assim como o hospedeiro
humano. A identificacdo e a eliminagdo das aves positivas foram medidas eficazes na
eliminacdo da SG e SP nos EUA e Reino Unido, mas a chance de funcionarem para
reduzir a incidéncia de SE é pequena. A re-introducdo deste patégeno, em lotes de
aves negativas e em instalagbes adequadamente limpas, é sempre ameacada por
pragas (roedores, insetos e aves silvestres), os principais contribuidores para a
contaminacao dos ovos (GUARD-PETTER, 2001). No entanto, a estratégia ideal para o
controle da SE poderia ser o estabelecimento da imunidade nas aves através da
vacinacdo (BAUMLER et al., 2000).



2.3. Metabolismo bacteriano e a sintese de Cobalamina

Para completar seu ciclo, as bactérias precisam se adaptar as condi¢ées
disponiveis para sobrevivéncia e multiplicagdo no ambiente em que se encontram; seja
no meio ambiente, seja durante a invasdo de seres vivos. O sistema respiratorio
bacteriano é modulado para alterar rapidamente o seu funcionamento, conforme as
condi¢cOes encontradas e a disponibilidade de substratos para a obtencédo de energia.
Assim sendo, as bactérias conseguem superar as adversidades ambientais e utilizar os
substratos disponiveis. Faz parte da habilidade para superar as adversidades
ambientais, a alteracdo da composicdo do sistema respiratério. Componentes da
membrana celular alteram-se conforme a necessidade e a disponibilidade de substratos
no meio em que se encontram. O conhecimento a respeito do processo de respiracao
em anaerobiose é importante no sentido de que a sobrevivéncia de Salmonella no
organismo animal (ou mesmo em seres humanos), intracelular ou no trato entérico,
ocorre em ambiente estritamente anaerdbico. Portanto, além dos mecanismos de
patogenicidade (JONES et al.,, 2001), sua sobrevivéncia depende da capacidade de
utilizar os substratos disponiveis para se manter viva. A elucidagdo do metabolismo
bacteriano pode ser util para conhecer melhor o mecanismo utilizado pela bactéria para
sobreviver no hospedeiro.

Durante a aerobiose, as enzimas da cadeia de transporte de elétrons (NADH
desidrogenase, citocromo oxidases), que utilizam o oxigénio como aceptor de elétrons,
s80 necessdrias para o crescimento bacteriano na fase estacionaria (BARROW et al.,
1996; ZHANG-BARBER et al., 1997) e para viruléncia (VAN IMMERSEEL et al., 2004).
No entanto, foi observado que mutantes de Salmonella enterica sorovar Typhimurium
(STM), contendo alteragcbes em genes que expressam componentes da cadeia aerdbica
(nuo, cyd, cyo) em adicdo da sintase ATP colonizaram o trato digestivo téao
eficientemente como a cepa original (TURNER et al, 2003). Diante dessas

circunstancias, postula-se que o metabolismo energético possa ser fermentativo ou que



a respiragdo utiliza uma via alternativa de aceptores de elétrons, a respiracao
anaerobica.

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

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

A biossintese de cobalamina sé é encontrada entre organismos procariéticos,
aerobicos, anaerdbicos e anaerobicos facultativos, incluindo-se Salmonella enterica.
Esta macromolécula constitui-se em nutriente essencial para a vida de animais e seres
humanos. Em Salmonella Typhimurium, sua sintese ocorre em condi¢gdes de
anaerobiose, podendo ser sintetizada em aerobiose ou anaerobiose quando a bactéria
for suprida com as substancias precursoras como cobinamide (JETER et al., 1984). As
vias de producdo da vitamina B, sdo muito complexas, requerendo a atividade
catalitica de aproximadamente 30 enzimas (ANDERSSON, 1995). Destas, 25 sao
codificadas pelo operon cob (ESCALANTE-SEMERENA et al., 1992; ROTH et al.,
1993). A expressdo do operon cob é regulada por pelo menos seis agentes efetores:
potencial éxido-reducao, AMP ciclico (cCAMP), propanediol, etanolamina, tetrationato e
cobalamina (ESCALANTE-SEMERENA & ROTH, 1987; RICHTER-DAHLFORS et al.,
1994; PRICE-CARTER et al., 2001). Um baixo potencial redox, gerado durante o
crescimento anaerdbico da bactéria, é suficiente para aumentar a expressao do operon
cob entre 4 e 100 vezes (ESCALANTE-SEMERENA & ROTH, 1987; ANDERSSON &
ROTH, 1989a,b). A presenc¢a de cobalamina, quando ela se encontra sob a forma de
coenzima Bi» (Ado-CBL) reprime a expressao do operon cob (LUNDRIGAN &



KADNER, 1989; ESCALANTE-SEMERENA et al., 1990). O operon responsavel pela
biossintese de Ado-CBL contém 17 genes CbiA-P, que estdo envolvidos na produgao
da porcao inicial da molécula (anéis corrin) e genes envolvidos na integracdo do
nucleotideo a cobinamide (cobACDUST) (ROTH et al., 1993; WARREN et al., 2002). As
salmonelas sdo bactérias anaerobicas facultativas capazes da biossintese de
cobalamina (CBL) durante o crescimento em anerobiose. CbiA (acido cobirinico a,c-
diamido sintetase) € a primeira glutamina aminotransferase na via anaerobica para a
biossintese de vitamina Bi,. Esta enzima chama a atencdo por catalisar reacdes
quimicas em diversos pontos do substrato. O gene cbiA também é responsavel,
indiretamente, pela regulacdo negativa (repressao) de todo o operon cob. A presenga
de vitamina Biz reprime a expressédo de cbiA durante o inicio da fase de tradugé@o nos
ribossomos, desta forma, consegue reprimir a expressao de todo o operon cob, que
cessa a producao de cobalamina (RICHTER-DAHLFORS et al., 1994). A enzima CobS
(Adenosilcobalamina-5’-P sintase) fica localizada na membrana celular e catalisa o
penultimo passo da produgédo de Ado-CBL (MAGGIO-HALL et al., 2004). A produgao de
cobalamina €& completamente dependente desta enzima (MAGGIO-HALL &
ESCALANTE-SEMERENA, 1999; ANDERSON et al., 2008).

O operon pdu, que codifica enzimas para a utilizacao de propanediol como fonte
de carbono e energia, fica localizado adjacente ao operon cob. A indugédo da expressao
de ambos os operons aumenta em até 10 vezes quando propanediol é encontrado no
meio. O controle da indugao € mediado por uma proteina de regulagdo positiva (PocR),
a qual é codificada por um gene posicionado entre os operons cob e pdu (BOBIK et al.,
1992; RONDON & ESCALANTE-SEMERENA, 1992). A proximidade e o controle
coordenado destes operons reflete o fato de que a vitamina B, é essencial para a
degradacao do propanediol (TORAYA et al., 1979; JETER, 1990). A co-regulacao
destes operons também reforca a hipétese de que a maior fungdo da vitamina Biz, em
Salmonella spp., seria atuar no catabolismo de fontes de carbono.

O gene crp codifica a proteina receptora de AMP ciclico (CRP/cAMP), um
importante mensageiro citossélico envolvido na regulagdo de varios genes com fungdes

catabdlicas, incluindo o operon cob. Durante o crescimento anaerdbico em meio pobre



em fontes de carbono, como o piruvato, CRP/cAMP €& necessaria para a maxima
indugé@o do gene pocR e dos operons cob e pdu (Ailion et al., 1993). Segundo Rosu et
al. (2007), uma cepa mutante de SG com delecao no gene crp tornou-se atenuada e
nao causou mortalidade ou o aparecimento de sinais clinicos em aves. A biossintese da
vitamina Bi> em Salmonella spp. € dependente do sistema CRP/AMP ciclico
(LAWRENCE & ROTH, 1996), dessa forma, a atenuacdo desta cepa pode estar
relacionada a baixa inducdo para a expressdo do operon cob e de outros operons
ligados ao catabolismo de fontes energéticas.

A delecao dos genes cobS e cbiA (AcobSAcbiA) na Salmonella, impossibilita a
produgdo de cobalamina, em condicbes anaerdbicas (RICHTER-DAHLFORS et al.,
1994). No entanto, a relagdo exata desta substancia, ou de algum passo da sua via de
biossintese com a viruléncia bacteriana ainda nao foi estabelecida, mas as razées para
a atenuacdo da cepa SG AcobSAcbiA podem ser: dificuldades para sobreviver no
intestino ou invadir o organismo pela parede intestinal; destruicdo mais eficiente desta

cepa pelos macréfagos dos érgaos; ou a multiplicagao lenta.

2.4. Medidas de controle da infeccao por Salmonella spp. em aves

Os fatores de viruléncia das salmonelas hospedeiro-especificas sdo expressos
para que a bactéria consiga sobreviver no interior das células. Para infectar o
hospedeiro, Salmonella utiliza estes fatores durante todo seu ciclo. Os mecanismos de
viruléncia conhecidos atuam em etapas como invasdao do hospedeiro, colonizacao,
sobrevivéncia, replicacdo e até a destruicao dos macrofagos (LIBBY et al., 2000). A
atenuacgao na viruléncia da bactéria pode estar relacionada a defeitos em qualquer uma
destas etapas ou em mais de uma ao mesmo tempo.

Estudos realizados por PAIVA et al. (2007), demonstraram que a delecdo em
dois genes, cobS e cbiA, de S. Gallinarum (SG AcobSAcbiA), tornou a cepa

apatogénica, nao provocando mortalidade em aves; e esta atenuagdo tem provavel



ligacdo com a extincdo da produgcdo de cobalamina durante a fase intracelular,
prejudicando sua sobrevivéncia dentro dos macrofagos (FIELDS et al., 1986;
BUCHMEIER & HEFFRON, 1989).

Estudos relacionados ao conhecimento genotipico de salmonelas e a expressao
de seu comportamento podem ajudar a conhecer melhor a relagao parasita-hospedeiro
com as aves. Embora os sorotipos de Salmonella, Gallinarum, Pullorum e Enteritidis,
tenham muitas caracteristicas em comum, a relacdo parasita-hospedeiro com as aves
difere entre eles (BERCHIERI JR et al., 2001a,b; PINHEIRO et al., 2001). SP e
SG sao imoveis e indistinguiveis antigenicamente; contudo, provocam enfermidades
diferentes. SE € mdvel, mas apresenta a mesma composi¢cao antigénica de SP e SG,
embora bioquimicamente, apresente comportamento das salmonelas paratificas.
Quando SE infecta as aves, pode provocar um quadro de enfermidade que se
assemelha a Pulorose, mas com um comprometimento intestinal que nao se vé em
casos de Pulorose e Tifo Aviario. As caracteristicas da infeccao de aves por SE sao
complexas e de dificil abordagem, tendo-se em vista que esta bactéria pode se
disseminar entre as aves pela via vertical e por meio da excrecao fecal. Em sendo
assim, o seu controle é complexo, razado pela qual, casos de salmonelose humana
ocorreram no mundo todo a partir da década de 80 do século passado, decorrentes da
ingestdo de produtos de origem avicola (COGAN & HUMPHREY, 2003).

Muitos paises obtiveram sucesso na eliminagdo do Tifo Aviario com a realizacao
de testes para deteccao e eliminacao de lotes contendo aves infectadas (COGAN &
HUMPHREY, 2003). Porém, outros paises ainda ndao desenvolveram boas estratégias
de erradicagé@o ou encontram dificuldades para controlar esta doenca, principalmente na
América do Sul, incluindo o Brasil, onde o crescimento da industria avicola tem sido
constante. Para evitar o uso de antibi6ticos, que continuam sendo utilizados (ROSU et
al., 2007), tem sido intensificado o desenvolvimento de vacinas contra Salmonella spp.

Os métodos de controle de SE em aves de exploragdo comercial baseiam-se no
monitoramento de infeccdo em aves reprodutoras e medidas adicionais preventivas. A
vacinacao tem sido reconhecida como um método util em programas de controle de SE

em aves comerciais. Atualmente, tem-se utilizado programas com base em vacinas
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inativadas e vacinas vivas. As primeiras tém sido usadas no Brasil, em aves comerciais
e aves reprodutoras matrizes. A prote¢do conferida por essas vacinas é duvidosa e a
forma de aplicacdo é laboriosa e estressante para as aves. A vacinacao é individual e
devido ao veiculo utilizado, pode provocar reagao local severa. As vacinas vivas sao
melhores imundgenos, contudo, estudos complementares s&o necessarios para evitar
problemas de saude publica ou de reversao de viruléncia dessas cepas.

O uso de vacinas vivas contra salmonelas hospedeiro-especificas, que causam
doenca severa (p. ex. SG) induz a forte imunidade mediada por células (SMITH, 1956;
HAYES et al., 1999; EJIDOKUN et al., 2000; RANA & KULSHRESHTHA, 2006), devido
a alta invasividade e a apresentagao sistémica de antigenos integros e especificos. As
vacinas podem diminuir o risco a saude publica decorrente da presenca de Salmonella
spp. em produtos de origem aviaria, por meio da reducdo da colonizacdo do trato
reprodutor, assim como a reducdo da excrecao fecal. Varios experimentos ja foram
realizados testando diferentes formas de vacinagdo em aves. Alguns mostraram boa
eficacia, mas a completa protecao contra Salmonella ainda nao foi conseguida. Quando
se trata da protecdo conferida contra salmonelas paratificas, as quais, como a SE, nao
sado especificas de aves, os relatos sao inconclusivos, provavelmente porque neste
caso, ndao se busca apenas o controle da enfermidade, mas também, o controle da
disseminacao bacteriana, pelas fezes e pela via vertical.

Os primeiros testes para producdo de vacinas contra SE foram realizados em
camundongos que receberam vacinas vivas, inativadas e fragdes celulares do sorotipo
Enteritidis, sendo entdo constatada uma resposta imune protetora contra a cepa desafio
(COLLINS & MILNE, 1966; KAWAKAMI et al., 1966; OSAWA et al., 1967; COLLINS,
1968). Desde entao, varias formulagdes de vacinas foram desenvolvidas para uso em
aves com resultados satisfatérios (TIMMS et al., 1990; GAST et al., 1992; BARBOUR et
al., 1993; GAST et al., 1993; TIMMS et al., 1994). Atualmente, sdo comercializados dois
tipos de vacinas contra SE em aves, as bacterinas e as vacinas vivas.

As vacinas mortas, também conhecidas como bacterinas, podem ser preparadas
contendo célula inteira ou subunidades de SE. Estas vacinas foram utilizadas com
resultados variados para a prevencao da infeccdo por Salmonella em humanos e
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animais. Os recentes avangos no conhecimento da genética desta bactéria levaram ao
desenvolvimento de vacinas contendo cepas atenuadas de Salmonella com mutacoes
simples, duplas ou multiplas no genoma bacteriano.

Algumas publicagbes sumarizam os estudos realizados nos ultimos anos
(MEYER et al., 1992; ZHANG-BARBER et al, 1999; BARROW & WALLIS, 2000;
MASTROENI et al., 2000). Bacterinas podem reduzir a mortalidade de aves por
Salmonella. Contudo, as vacinas vivas sao consideradas, atualmente, as alternativas
mais apropriadas, uma vez que também podem ser administradas oralmente. Sao mais
efetivas em prevenir a infeccao por Salmonella, induzindo forte resposta imune celular e
humoral (sistémica e local), contra o agente in vivo, enquanto bacterinas estimulam
apenas a resposta imune humoral, contra antigenos produzidos in vitro (COLLINS,
1974; BARROW & WALLIS, 2000). Somando-se as vantagens da utilizagcdo de uma
vacina viva para proteger a ave, as cepas vivas e atenuadas de Salmonella também
sao utilizadas, com bastante sucesso, como veiculos carreadores de antigenos de
outras bactérias ou até mesmo protozoarios (MASTROENI et al., 2000), atuando
apenas como uma célula que expressa proteinas heterélogas (antigenos) e as libera no
organismo animal (IANARO et al., 1995; DARJI et al., 1997; DUNSTAN et al., 1999).

A resposta imune induzida em aves domésticas vacinadas reduz a duragéo e a
severidade das infec¢des por Salmonella e ajuda a prevenir a re-infeccdo. Portanto, a
vacinac¢do ainda mostra-se como a melhor ferramenta para reduzir a suscetibilidade das
aves pelas infecgcoes por Salmonella e assim, proteger a populacdo consumidora da
transmissao de intoxicagdes alimentares (GAST, 2007).

Ap6s a implementagcdo de um amplo programa de vacinagdo para aves de
postura de ovos comerciais no Reino Unido, ocorreu reducgao de infecgdes humanas por
SE (COGAN & HUMPHREY, 2003). No entanto, se o programa vacinal for aplicado de
forma incorreta e as demais medidas sanitarias, como a correta limpeza das instalacées
e o controle intensivo de vetores, forem deixadas de lado, a vacina pode nao produzir o
efeito esperado (DAVIES & BRESLIN, 2003).

Em um estudo para avaliar a eficacia de duas bacterinas, DAVISON et al. (1999)

utilizaram 11 lotes de aves de postura comerciais. Foram monitorados parametros como
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a presenca ou a auséncia de SE no ambiente, nos 6rgaos das aves (incluindo ovario e
oviduto) e nos ovos. Apesar da vacinagdo, apenas as amostras do ambiente de 4
galpdes (36,4%) foram negativas para SE durante todo o experimento e todos os lotes
tiveram aves com cultura de Orgaos positiva para SE em algum momento do
experimento. Complementando o estudo foi feita uma pesquisa de SE nos ratos que
eram encontrados nos galpdes. Surpreendentemente, todos os galpdes tinham ratos
portadores de SE, com uma freqiéncia que variou entre 25 a 100% dos animais
analisados. Com este achado, pode-se sugerir que apesar da vacina ter um efeito
protetor, as medidas sanitarias tém um papel importante no controle de SE.

GAST et al. (1992) testaram a eficacia de uma bacterina em emulsdo oleosa,
preparada a partir de células de SE. A bacterina proporcionou uma resposta imune
humoral rapida e forte ap6s a primeira imunizagdo das galinhas. No entanto, apenas
uma protegdo parcial contra o desafio por SE foi observada. Além disso, nao
evidenciaram protecdo contra a colonizacao intestinal por SE. A vacinacao reduziu, mas
ndo eliminou completamente a SE dos 6rgéos internos e do conteudo dos ovos.

Porém, quando GAST et al. (1993) avaliaram a mesma bacterina utilizada no
experimento anterior, analisando a excrecao fecal de uma cepa de SE utilizada no
desafio, os resultados foram diferentes. Ocorreu uma reducgao significativa na excrecao
fecal do grupo vacinado durante a primeira semana apos o desafio. Verificaram ainda,
que a partir da segunda semana apos o desafio, a colonizacéo intestinal das aves pela
cepa de SE alcancou niveis tdo baixos, que nao foi possivel discernir o efeito protetor
da vacina entre nenhum dos grupos, tanto os vacinados quanto o controle.

O uso de cepas de maior patogenicidade, como € o caso de S. Enteritidis PT4, é
um fator importante para desenvolver novas vacinas vivas (NASSAR et al., 1994;
ADRIAENSEN et al., 2007). Cepas muito invasivas sao capazes de estimular uma
resposta imune mais forte e ser eliminadas antes do que ocorreria com uma cepa
menos invasiva (BARROW et al., 1988). Aves poedeiras infectadas com cepas
invasivas mostram uma imunidade consideravelmente maior a re-infeccao (BARROW et
al., 1990a).
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ADRIAENSEN et al. (2007) produziram uma cepa de SE PT4 com mutacao dupla
nos genes guaB e fliC, e notaram que a mesma tornou-se atenuada, com reduzida
invasividade. A imunidade conferida conseguiu proteger os 6rgaos, mas nao impediu a
colonizacdo do trato entérico, inclusive dos cecos, pela cepa patogénica de SE. A cepa
mutante SE PT4 AguaBAfliC perdeu a capacidade de sintetizar o flagelo, uma vez que o
gene fliC foi inativado. Dessa forma, ndo se distingue da resposta contra os sorotipos
SG e SP. A cepa mutante foi capaz de induzir resposta imune humoral protagonizada
por IgG anti-LPS, mas devido a falta de flagelina, a inducao de interleucina-1 foi baixa,
assim como a infiltracao de células polimorfonucleares na parede intestinal.

A maioria dos trabalhos sobre a eficacia de uma vacina contra Salmonella
descrevem apenas uma protecao parcial, tal como a reducao da excrecao fecal de SE
(GAST et al., 1993), ou apenas a diminuicdo da colonizacédo dos tecidos do hospedeiro
(BABU et al., 2003; GANTOIS et al., 2006; ADRIAENSEN et al., 2007). Os resultados
dos experimentos apesar de muito variaveis, apresentam um ponto em comum.
Nenhum deles relata uma imunidade contra SE na qual a ave vacinada fica
completamente protegida. A protecao contra a infec¢do dos 6rgaos internos é mais facil
de ser alcangcada do que a protegao efetiva contra a colonizagao intestinal (CURTISS &
HASSAN, 1996), principalmente quando se utiliza bacterinas, que sado capazes de
proteger aves contra a invasao dos 6rgaos internos por Salmonella, mas falham no
controle da colonizagao intestinal (GERMANIER, 1972; BARROW et al., 1990b; GAST
et al.,, 1992).

No entanto, as vacinas nao deixam de ajudar e ser mais uma ferramenta na
dificil tarefa de controlar uma infecgdo por Salmonella spp. em lotes de aves. A
imunizacdo de matrizes com bacterinas, por exemplo, tem grande utilidade quando
aplicada em conjunto com limpeza e desinfeccdo apropriadas, controle de roedores,
barreiras sanitérias, descarte de lotes afetados e monitoramento bacteriol6gico como
parte de um programa para reduzir a incidéncia das infec¢goes por SE em lotes de aves
comerciais (MCILROY et al., 1989; MEAD & BARROW, 1990; GAST et al., 1992).

A vacinagdo aumenta a concentragdo de anticorpos especificos (IgG e IgA) na

gema de ovos, no soro sanguineo e no jejuno de pintinhos provenientes de
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reprodutoras vacinadas (METHNER & STEINBACH, 1997). Anticorpos sao depositados
na gema do ovo durante a sua formagcao (YAMAMOTO et al., 1975). HOLT et al. (1996)
avaliaram, in vitro, a multiplicacdo de SE em ovos de consumo proveniente de aves
vacinadas contra o agente. Notaram que houve uma inibicdo significativa do
crescimento de SE nos ovos provenientes das aves dos grupos que receberam vacinas
inativadas em relacdo ao controle ndo vacinado. Tais resultados sugerem que a
vacinagao de poedeiras pode resultar na reducdo de ovos contaminados.

Uma menor producdo de ovos contaminados, bem como uma progénie mais
resistente ao desafio, sdo fundamentais no controle das salmonelas, ja que o simples
contato entre ovos e pintinhos infectados recém-eclodidos € capaz de contaminar aves
livres dentro dos nascedouros. CASON et al. (1994) introduziram ovos, livres de
Salmonella, em uma bandeja com ovos contaminados experimentalmente com S.
Typhimurium (STM) dentro de um nascedouro. Logo apés o nascimento, a STM foi
isolada do trato entérico de 44% das aves provenientes dos ovos que eram inicialmente
livres de Salmonella.

GORHAM et al. (1991) compararam os efeitos da infeccdo por SE em aves SPF
(Livres de Patogenos Especificos) com um e sete dias de vida. As aves de ambos 0s
grupos foram sacrificadas 42 dias apds o desafio. As aves desafiadas no primeiro dia
de vida apresentaram maior mortalidade e maiores percentuais de isolamentos de SE
em tecidos intestinais (jejuno, duodeno, ileo e ceco) e nos oOrgaos avaliados, que
aquelas desafiadas no 7° dia de vida. A transmissao vertical e a exposigdo precoce a
SE sé&o as principais razées do desenvolvimento da doenga clinica por causa da alta
suscetibilidade de aves recém eclodidas. O intestino colonizado pela microbiota e o
sistema imune maduro protegem a ave da infeccdo diminuindo a morbidade, a
mortalidade e o tempo de permanéncia de SE em aves mais velhas.

INOUE et al. (2008) avaliaram a imunidade passiva conferida por uma bacterina
contra SE, comparando os efeitos do desafio na progénie de matrizes vacinadas e
matrizes ndo vacinadas (controle). Quando o desafio foi realizado no 14° dia de vida
das aves, nao houve diferenga consideravel quanto a presenca de SE no figado e no

baco das aves. No entanto, as amostras de conteudo cecal das aves do grupo controle,
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tinham um numero significativamente maior de SE. Porém, quando as aves foram
desafiadas no primeiro dia de vida, o re-isolamento de SE dos 6rgdos foi
significativamente diminuido na progénie de aves vacinadas em comparagao ao grupo
controle.

Muitos dos dados que constam da literatura a respeito da avaliacdo de vacinas
vivas, referem-se a estudos em animais de laboratério (IANARO et al., 1995; DUNSTAN
et al., 1999; ZHANG-BARBER et al., 1999). Em aves, pode-se encontrar alguns estudos
também, que sao bastante animadores (BARROW et al., 1990b; METHNER et al.,
1994; METHNER & STEINBACH, 1997), incentivando pesquisas a respeito. As cepas
que tém sido empregadas sdao mutantes de cepas “selvagens” defectivos em algum
gene. Alteracao essa, que deve ser permanente e permitir que a bactéria sobreviva por
algum tempo no hospedeiro para provocar uma resposta imune (VAN IMMERSEEL et
al., 2005).

Em aves, um importante papel dos linfocitos T /8, como uma populacédo
representativa da imunidade mediada por células (IMC), foi demonstrado depois da
infeccdo priméria em aves jovens (BERNDT & METHNER, 2001). A IMC parece ser
mais importante que a resposta humoral para a eliminacdo dos tecidos de cepas
virulentas em aves, enquanto a resposta humoral, principalmente por IgA e os
leucécitos polimorfonucleares parecem ser importantes na eliminagdo intestinal de
Salmonella (NAGARAJA & RAJASHEKARA, 1999; BARROW & WALLIS, 2000). BABU
et al. (2003) demonstraram que o percentual de linfécitos T detectados no sangue foi
significativamente maior em aves vacinadas com vacinas vivas quando comparadas
com vacinas inativadas. A importancia da IMC na eliminacdo de SE dos tecidos foi
investigado em aves por FARNELL et al. (2001), que reduziram a colonizacdo de
orgaos por SE inoculada oralmente em pintainhos, com a administragao intraperitoneal
de IFN-y, substancia capaz de estimular a imunidade celular (adaptativa e inata) e ativar
os macréfagos, corroborando com LEE et al. (1983) que haviam demonstrado que a
eliminagao da infecgao por Salmonella Typhimurium de galinhas estava correlacionada
com a resposta mediada por células e ndo com altos niveis de anticorpos. Entretanto, a

resposta humoral também se faz necessaria para a obtengdo da resposta imune
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completa. Em aves bursectomizadas, incapazes de produzir linfécitos B, que dao
origem aos anticorpos, apos o desafio por SE, ocorreu aumento da excrecao fecal € no
conteudo cecal de Salmonella, enquanto que nos 6rgaos internos, os resultados nao
diferiam entre os grupos de aves, indicando um importante papel da imunoglobulina (1g)
A, que foi encontrada em grande quantidade na bile das aves do grupo controle e &
secretada diretamente na luz intestinal, impedindo a aderéncia da SE e a consequente
invasao intestinal (ARNOLD & HOLT, 1995; DESMIDT et al., 1998). A resposta humoral
por linfocitos B e imunoglobulinas, € fundamental para restringir a invasao intestinal de
Salmonella e sua posterior disseminacado para os 6rgaos linfaticos e o figado. Além
disso, 0s anticorpos sdo responsaveis pela opsonizacdo de antigenos, que leva ao
melhor reconhecimento e destruicdo da bactéria pelos fagécitos (MASTROENI et al.,
2000; MITTRUCKER et al., 2000).

Apesar das vacinas inativadas induzirem uma maior produgcao de anticorpos
especificos, ainda existem controvérsias sobre o envolvimento da resposta imune
humoral na protecao contra a infecgdo por Salmonella, com alguns estudos mostrando
uma correlagéo positiva entre os anticorpos e a eliminagcao de Salmonella dos tecidos e
outros mostrando nenhuma ligacdo (SIGWART et al., 1989; HASSAN & CURTISS,
1990, 1994b).

Para mensurar a eficacia de uma vacina, em alguns experimentos avalia-se a
sua habilidade em estimular a resposta imune humoral por anticorpos (GAST et al.,
1993; HASSAN & CURTISS, 1996), porém, foi verificado que a eliminagdo da infeccao
por Salmonella inicia-se junto com o desenvolvimento da imunidade celular (LEE et al.,
1983). O papel da IMC na resisténcia a Salmonella envolve ambas as imunidades,
adquirida (Células-T) e componentes inatos (células NK, macrofagos, neutréfilos) assim
como citocinas. (HIROSE et al., 1999; LALMANACH AND LANTIER, 1999; NAIKI et al.,
1999).

A importancia dos linfocitos T (CD4+) na producdo dos fatores ativadores de
macrofagos e na protecdo contra patégenos intracelulares esta comprovada
(KAUFMANN, 1993; MCSORLEY et al., 2000). Assim, um aumento na populagédo de



17

linfécitos T (CD4+) pela imunizagdo com a vacina viva atenuada pode conferir protecao
contra infeccao por organismos vivos (PIE et al., 1997; THYGESEN et al., 1997).

CAMPAGNARI et al. (2007) avaliaram a eficacia conferida por uma vacina viva
comercial contra SE, na estimulagcdo da IMC, através da quantificagdo de algumas
citocinas. Células esplénicas, de aves vacinadas e nao vacinadas, foram coletadas e
cultivadas em meio préprio para avaliagéo in vitro da resposta imune. Os resultados
mostraram um aumento na producdo de IFN-y, IL-8 e Oxido Nitrico (NO), nas células
provenientes de aves vacinadas, indicando um aumento na resposta imune do
hospedeiro, uma vez que estes fatores sdo importantes na estimulagdo da resposta
imune mediada por células. No entanto, a avaliacao in vitro nao é o ideal para medir a
eficacia de uma vacina.

Ao avaliar duas vacinas vivas (TAD) Salmonella vac E e (TAD) Salmonellavac T,
GANTOIS et al. (2006) notaram um efeito somatério na resposta imune, quando foram
utilizadas as duas vacinas juntas no mesmo programa vacinal. As amostras de baco sé
foram positivas ap6s o enriqguecimento e o resultado encontrado no grupo que recebeu
a combinacdo destas duas vacinas, TAD Salmonella vac E / TAD Salmonella vac T
(30% de amostras positivas) foi significativamente menor do que no grupo que recebeu
somente a vacina TAD Salmonella vac E (43%) ou TAD Salmonella vac T (50%) e nas
aves nao imunizadas (80%). Este resultado também se refletiu nos ovos examinados.
No grupo em que as aves nao foram vacinadas, 27% dos ovos estavam contaminados
por SE, enquanto que este percentual foi de 11% em ovos das aves do grupo que
receberam apenas uma das vacinas e de 1% quando foram utilizadas a combinagao
das duas vacinas.

CERQUETTI & GHERARDI (2000) demonstraram que uma vacina viva atenuada
contra SE conseguiu reduzir a colonizagdo do ceco e a invasao de bacgo e figado apos o
desafio por cepas de SE (01, 9, 12) e SG (01, 9, 12) e reduziu a colonizacao intestinal
de uma cepa heterdloga de STM (O1, 4, 12).

BABU et al. (2004), testaram a eficacia de uma vacina viva, derivada de uma
cepa mutante de STM e de uma bacterina em emulsdo oleosa, em aves posteriormente

desafiadas com SE. No grupo em que as aves receberam a vacina viva observou-se
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reducdo de SE nos érgdos examinados e nas fezes. A vacina inativada estimulou a
resposta imune humoral, mas nao foi capaz de gerar uma resposta imune mediada por
células. Apbs o desafio, ocorreu uma grande deplecdo no numero de linfécitos B em
todas as aves, mesmo assim, observou-se que a reducao de SE foi maior no grupo de
aves que recebeu a vacina viva. Isso sugere que a vacina viva produza fatores que
possam compensar o déficit de linfécitos B e combater a infecgdo por SE nas aves.
Esta teoria baseia-se no fato de que uma cepa viva de Salmonella Typhimurium induziu
o aumento de IFN-y, IL-12 e IL-2 (HARRISON et al., 1997; JOHN et al., 2002), os quais
participam do processo de eliminagdo de Salmonella dos tecidos, até mesmo durante o
parasitismo intracelular (DYBING et al., 1999; VAN DEVENTER, 2000).

COOPER et al. (1994) investigaram a utilizagcao da cepa atenuada de Salmonella
Enteritidis AaroA, conhecida como CVL30, como uma cepa vacinal contra SE e STM. O
atributo mais significativo desta cepa, como uma vacina viva administrada oralmente em
aves, foi a prevencdo e reducdo da invasado sistémica pelas cepas patogénicas
utilizadas no desafio, além da reducdo na excrecdo de SE nas fezes. As cepas vivas
atenuadas de Salmonella, quando administradas por via oral, podem ocupar lugar na
microbiota intestinal e competir com cepas homodlogas selvagens durante os primeiros
dias apos a vacinacao. Esta agcao adicional da cepa vacinal ocorre durante um periodo
critico, quando a resposta imune é limitada.

A cepa SG 9R € uma cepa rugosa que foi originada da cepa lisa 9S (SMITH,
1956; GORDON & LUKE, 1959; GORDON et al., 1959). A cepa 9R nao possui os
antigenos somaticos caracteristicos da forma lisa de SG devido a algumas mudancgas
na conformagdo de seus acucares terminais (LEE et al., 2005). Dessa forma, a
mudanga na estrutura da bactéria afetou a viruléncia da cepa (GUPTA & MALLICK,
1976; FEBERWEE et al., 2001a,b).

Vacinas vivas e inativadas, preparadas a partir da SG 9R, ja foram utilizadas em
programas de prevencdao em alguns paises (LEE et al.,, 2005). No entanto, nao foi
observado nenhum sucesso significativo no uso das vacinas inativadas. E possivel que
a imunidade a SG nao seja dependente de um mecanismo imune humoral, mas sim da
imunidade mediada por células (WILSON, 1956).
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A administragdo de diferentes sorovares na primeira e na segunda imunizagao,
ou seja, a utilizacao de vacinas heterélogas em um mesmo protocolo de vacinagéo leva
a um aumento na resposta dos linfécitos T CD8+ antigeno-especifico (SEVIL
DOMENECH et al., 2008).

FEBERWEE et al. (2001a) encontraram evidéncias de que uma vacina viva
contendo a cepa SG 9R contribuiu para a reducao da infecgao por SE. Neste estudo, 80
lotes de aves poedeiras que receberam a vacina foram monitorados com testes
bacteriologicos e soroldgicos. Dos lotes vacinados, 73 foram negativos para SE durante
todo o periodo do experimento, enquanto que 214 de 1854 lotes de aves que nédo
receberam a vacina foram positivos em testes sorologicos ao final do periodo de
producdo. Nenhuma evidéncia de contaminagdo da casca ou conteudo do ovo pela
cepa vacinal foi encontrada. Em outro estudo de campo, para acompanhar a possivel
disseminacdo da cepa vacinal de lotes vacinados para os lotes nao vacinados,
FEBERWEE et al. (2001b) n&o encontraram indicagdes da excrecdo fecal da cepa
vacinal SG 9R.

lll. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Este projeto foi elaborado para estudar a atenuacdo de mutantes de SG
contendo os genes cobS e cbiA inoperantes (SG AcobSAcbiA) e o potencial dessas
bactérias como imundgenos em programas preventivos contra SE e SG.

3.2. Objetivos Especificos
Avaliar in vivo, a viruléncia residual do mutante de SG com delecdao nos genes
cobS e cbiA, analisando-se a mortalidade e a infecgao sistémica, em comparacao com

a cepa selvagem de SG, inoculando-os em aves.
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Avaliar a imunogenicidade da cepa mutante de SG defectiva nos genes cobS e
cbiA contra a infecg@o de aves por cepas patogénicas de SG e SE.

IV. MATERIAL E METODOS

4.1. Preparo dos mutantes

Os mutantes de SG contendo parte dos genes cobS e cbiA deletados, foram
preparados conforme o trabalho de TURNER et al. (1998) e a metodologia contida no
manual de técnicas de biologia molecular de SAMBROOK & RUSSEL (2001).

Os mutantes foram preparados por PAIVA et al., 2007.

4.2. Teste genotipico da cepa vacinal SG AcobSAcbiA para a deteccao da delecao
nos genes cobS e cbiA

4.2.1. Primers

Os primers foram preparados com base no genoma de Salmonella Typhimurium
(MCCLELLAND et al., 2001).

Gene cobS

Primer 1: F 5’ - gagatctagaacgaatctgctgtttgcgct - 3’
Primer 4: R 5’ — agtctagaacagacccagcagaaagatc - 3’
Gene cbiA

Primer 1: F 5’ catctagaaaggcatcacgcatttattic - 3’

Primer 4: R 3’ — tgtctagacagccagtgctgcaacattt - 5°
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4.2.2. PCR

Para confirmar se a cepa utilizada para preparar o inéculo vacinal era SG
AcobSAcbiA realizou-se a PCR para detectar a presenca dos genes alterados.

Uma cepa de S. Typhimrium F98 com delecao nestes mesmos genes (STM F98
AcobSAcbiA) foi utilizada como controle positivo.

A solucdo empregada para a realizagdo da PCR era composta de 50 pL,
correspondendo a: 47,9 uL de solugao X-mix, 0,6 uL de cada primer (1 € 4), 0,5 uL de
Taq DNA polimerase (Invitrogen, USA) e 0,4 uL de DNA (100ng/uL)

As condicdes para a realizagdo da PCR foram: 95°C por 3 minutos e 25 ciclos
utilizando-se: 95°C por 20 segundos, 45°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos. Utilizou-
se um periodo de extensdao a 72°C de 5min. Apbés a reacdo, as amostras

permaneceram a 4°C e era adicionado 6uL de "loading buffer" em cada.

4.2.3. Eletroforese

As amostras produzidas na PCR, foram colocadas no gel de agarose e
submetidas ao processo de eletroforese. O gel de agarose era composto de 180mL de
TAE buffer, 1,89 de agarose e 16 puL de brometo de etideo. Nos pogos do gel foram
colocadas as amostras (15uL) e nos dois pogcos adjacentes as amostras foram
colocados 8 uL do marcador de peso molecular. Entdo esse material foi submetido a

uma corrente elétrica de 80V durante 3 horas, para a migracao das amostras.

4.3. Ensaios in vivo

Esses ensaios seguiram os modelos adotados por BERCHIERI et al. (2001a, b).

As aves foram criadas em bateria com agua e ragao ad libitum.
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No momento da chegada das aves, foram coletadas amostras de sangue para
testes soroldgicos visando a deteccao de anticorpos anti-Salmonella e suabes de fundo
de caixa, conforme ZANCAN et al. (2000) para pesquisa de Salmonella spp. Os
experimentos foram realizados apos os testes realizados no momento da chegada das
aves de um dia, apresentaram-se negativos para a pesquisa de Salmonella spp e

anticorpos anti-Salmonella, respectivamente.

4.3.1. Cepas bacterianas

Foi utilizada uma cepa de SG, resistente ao acido nalidixico (Nal'), com mutacgao
dupla, contendo parte dos genes cobS e cbiA deletados de seu genoma (SG
AcobSAcbiA). Para o desafio, nos experimentos de avaliagcdo da mortalidade, infeccao
sistémica e prevengao do tifo aviario foi utilizada uma cepa selvagem de SG resistente
ao acido nalidixico (SGNal’) e uma cepa de SE resistente ao acido nalidixico e a
espectomicina (SENal'Spec') para os estudos de avaliagdo do potencial de imunizagéo
cruzada contra a infeccdo por SE. As bactérias sdo mantidas pela bacterioteca do
Laboratério de Ornitopatologia da FCAV-Unesp de Jaboticabal, SP.

4.3.2. Preparo dos inéculos

As culturas, para cada inéculo, foram preparadas a partir de suas respectivas
cepas (SGNal’, SG AcobSAcbiA e SENal'Spec'), que foram semeadas em caldo Luria-
Bertani (LB) (Invitrogen 12780-052) e incubadas por 24 horas a 37°C, em agitagao
(100rpm). Uma amostra de cada cultura foi diluida decimalmente em 0,9 mL solugcao
salina, pH 7,4 (PBS) na proporgao de 1:10. De cada diluigao foi retirado 0,1mL, que era
despejado em placas contendo agar verde brilhante (Oxoid CM0263) contendo
novobiocina (1ug/mL) e acido nalidixico (20 ug/mL) (VB Nal/Nov), que foram incubadas
a 37°C/24h. O numero de col6nias por mililitro de caldo LB foi transformado em log+o
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para apresentagdo dos resultados. As culturas continham aproximadamente 102
UFC/mL.

4.3.3 Aves

Foram utilizadas aves susceptiveis ao tifo aviario (BERCHIERI et al., 2000;
OLIVEIRA et al., 2005), de variedade vermelha (Hy-line Brown) e de variedade branca
(Hy-line W36) de linhagem comercial, para postura de ovos de mesa e pintinhos com
um dia de vida provenientes de incubatério comercial de aves de corte (COBB 500). As
aves de postura foram alojadas em baterias de cria e recria, ja os pintinhos de corte
foram colocados em caixas de madeira teladas. As aves receberam aquecimento

elétrico durante o periodo inicial, agua e racao ad libitum.

4.4. Avaliacao da infeccao de aves por SG AcobSAcbiA em comparacao com a

cepa de SG original
4.4.1. Experimento 01: Avaliacao da mortalidade

Para a avaliagdo do comportamento do mutante obtido, este foi inoculado em
aves comparativamente a cepa selvagem. Foram utilizadas aves de variedade vermelha
de linhagem comercial para postura de ovos de mesa.

Para cada cepa foram utilizados dois grupos contendo cada um 30 aves.

Pintinhos de um grupo receberam 0,5 mL de uma cultura preparada em caldo
LB, incubada a 37°C/24h em agitacdo e do outro, esta cultura diluida a 102 O inéculo
foi administrado por via oral, no quinto dia de vida.

As aves foram observadas durante quatro semanas, registrando-se a

mortalidade.
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4.4.2. Experimento 02: Avaliacao da infeccao sistémica

Para este ensaio, foram utilizadas 80 aves de variedade vermelha de linhagem
comercial para postura de ovos de mesa. As aves foram divididas em dois grupos
contendo 40 aves. Aves de um grupo foram infectadas com o in6culo (sem diluigdo) da
cepa original e as do outro grupo com a cepa mutante, no quinto dia de vida. Dais,
cinco, sete, 14, 21 e 28 dias poés-infecgdo (dpi), cinco aves de cada grupo, foram
sacrificadas para a estimativa da presenca de SGNal" e SG AcobSAcbiA em bago e
figado.

As amostras de baco e de figado foram colocadas em solugédo salina, pH 7,4
(PBS) na proporgédo de 1:10, maceradas e diluidas decimalmente em 0,9 mL de PBS.
De cada diluicao retirou-se 0,1mL, que era despejado em placas contendo agar verde
brilhante (Oxoid CM0263) contendo novobiocina (1pg/mL) e &cido nalidixico (20 pg/mL)
(VB Nal/Nov), que foram incubadas a 37°C/24h. O nuamero de colbénias por grama de
orgao foi transformado em logiy para analise dos resultados. Na auséncia de
crescimento, aos frascos contendo a amostra homogeneizada em PBS (1:10), era
adicionado igual volume de caldo selenito (Oxoid CM395) contendo novobiocina
(0,04%) (caldo SN), preparado em concentracdo dupla. O frasco era incubado a
37°C/24h e a seguir, seu conteudo era semeado em agar VB Nal/Nov, com incubacao a
37°C/24h.
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4.5. Avaliacao do potencial do mutante SG AcobSAcbiA como cepa vacinal sobre
a cepas selvagens de SG e SE

4.5.1. Experimento 03: Protecdo de aves utilizando SG AcobSAcbiA contra a
infeccao por SG

Este experimento foi realizado com aves de linhagem de postura comercial para
ovos de mesa, variedade vermelha.

Os indculos da cepa vacinal de SG AcobSAcbiA e da cepa desafio de SGNal'
foram preparados conforme o procedimento descrito anteriormente no item 2.2.

Foram formados trés grupos contendo 20 aves cada. As aves do grupo A foram
vacinadas aos cinco dias de vida, do grupo B aos cinco e vinte e cinco dias de vida e as
aves do Grupo C nao receberam nada (controle). A dose vacinal consistia de 0,5mL da
cultura de SG AcobSAcbiA, inoculado por via oral, diretamente no papo. Aos 45 dias de
vida, todas as aves foram desafiadas com 1,0 mL de inéculo, contendo a cepa
selvagem de SGNal'".

As aves foram examinadas durante 28 dias, registrando-se a mortalidade e os
sinais clinicos apresentados. No 28° dia de vida, as aves remanescentes foram
sacrificadas para a realizacdo de exame bacteriolégico de figado, utilizando-se suabes
estéreis de algodao. As amostras foram colocadas em tubos contendo 2 mL de caldo
SN e incubadas a 37°/24h. Apds o enriquecimento, as amostras foram semeadas em
agar VB Nal/Nov. A seguir, as placas foram incubadas a 37°C durante 24 horas.
Decorrido este periodo, procedeu-se a leitura das placas.

4.5.2. Experimento 04: Protecdo de aves utilizando SG AcobSAcbiA contra a
infeccao por SE

Este experimento foi realizado com aves de linhagem de postura comercial para

ovos de mesa, variedade branca.
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Os inbéculos da cepa vacinal de SG AcobSAcbiA e da cepa desafio de
SENal'Spec' foram preparados conforme o procedimento descrito anteriormente no item
4.3.2.

Foram formados trés grupos contendo 40 aves cada. As aves do grupo A foram
vacinadas aos cinco dias de vida, do grupo B aos cinco e vinte e cinco dias de vida e as
aves do Grupo C nao receberam nada (controle). A dose vacinal consistia de 0,5mL da
cultura de SG AcobSAcbiA, inoculado por via oral, diretamente no papo. Aos 45 dias de
vida, todas as aves foram desafiadas com 1,0 mL de inéculo, contendo a cepa
selvagem de SENal'Spec'.

Neste ensaio foram avaliados a excrecao fecal e a infecgdo sistémica da cepa
utilizada no desafio.

A avaliacdo da excrecdao fecal foi feita pesquisando-se a presenca de
SENal'Spec' nas fezes, duas vezes por semana, durante quatro semanas, por meio da
colheita de fezes cloacais com suabes estéreis de algodao. Os suabes foram colocados
em tubos contendo 2 mL de caldo SN. Apds agitacdo, foram semeados em agar VB
Nal/Nov. A seguir, as placas e tubos foram incubados a 37°C por 24 horas. Na auséncia
de crescimento em agar VB Nal/Nov, semeava-se novamente os suabes enriquecidos
em placas contendo agar VB Nal/Nov com incubagédo a 37°C/24horas. Decorrido este
periodo, era realizada a leitura das placas.

Para avaliar a infeccao sistémica, dois, cinco, sete, 14, 21 e 28 dias pds-infeccao
(dpi), 5 aves, de cada grupo, foram sacrificadas para a estimativa da quantidade de SE
em baco, figado e conteudo cecal (BERCHIERI et al., 2001a,b).

As amostras de baco, de figado e de conteudo cecal foram colocadas em
solugédo salina pH 7,4 (PBS) na propor¢cdo de 1:10, maceradas (conteudo cecal era
homogeneizado) e diluidas decimalmente em 0,9 mL de PBS. De cada diluigao foi
retirado 0,1mL, que era despejado em placas de agar VB Nal/Nov, as quais eram
incubadas a 372C/24h. O numero de colbnias por grama de 6rgao foi transformado em
log1o para andlise dos resultados. Na auséncia de crescimento, aos frascos contendo a
amostra homogeneizada em PBS (1:10), era adicionado igual volume de caldo SN,
preparado em concentracao dupla. O frasco era incubado a 37°C/24h e o seu conteldo
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era semeado em agar VB Nal/Nov, com incubagao a 37°C/24h. Decorrido este periodo,
era realizada a leitura das placas.

4.5.3. Experimento 05: Prevencao da colonizac¢ao intestinal e invasao dos orgaos
por SE pela inoculacao prévia de SG AcobSAcbiA em pintinhos de um dia de vida

Neste experimento foram utilizados 40 pintinhos com um dia de vida
provenientes de incubatério comercial de aves de corte.

Os inéculos da cepa vacinal de SG AcobSAcbiA e da cepa desafio de
SENal'Spec' foram preparados conforme o procedimento descrito anteriormente no item
2.2.

As aves foram distribuidas em caixas de madeira teladas, formando dois grupos
com duas repeticbes cada. No grupo A, cada repeticdo consistia de oito aves que
receberam 0,1 mL da cultura de SG AcobSAcbiA no primeiro dia de vida, por via oral.
No grupo B (controle), cada repeticdo tinha oito aves que nao receberam nenhum
in6culo. Em outra caixa, oito aves (semente) foram desafiadas no primeiro dia de vida,
com a cepa de SENal'Spec’. No segundo dia de vida, duas aves (semente) foram
colocadas em cada caixa (repeticao), para proporcionar o desafio por meio do contato.

No quinto dia pos-infecgéo, todas as aves foram sacrificadas para a estimativa da
presenca de Salmonella no conteudo cecal.

As amostras de conteudo cecal foram colocadas em solucdo salina pH 7,4 (PBS)
na proporcao de 1:10, homogeneizadas e diluidas decimalmente em 0,9 mL de PBS.
De cada diluicao foi retirado 0,1mL, que era despejado em placas de agar VB Nal/Nov,
as quais eram incubadas a 37°C/24h. O numero de colbnias por grama de conteudo
cecal foi transformado em logiy para analise dos resultados. Na auséncia de
crescimento, aos frascos contendo a amostra homogeneizada em PBS (1:10), era
adicionado igual volume de caldo SN, preparado em concentracdo dupla. O frasco era
incubado a 37°C/24h e o seu conteludo era semeado em agar VB Nal/Nov, com
incubacdo a 37°C/24h. Decorrido este periodo, era realizada a leitura das placas das

amostras enriquecidas.
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4.6. Analise estatistica

Os dados relativos a mortalidade foram analisados pelo teste ndo paramétrico do
Qui-quadrado com nivel de significancia de 5% (p<0,05) (GREENWOOD & NIKULIN,
1996). O teste de comparagao multipla de Tukey foi utilizado na analise dos resultados
obtidos nas contagens de SG e SE dos 6rgaos ao nivel de significancia de 5% (p<0,05)
(DANIEL, 1991).
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V. RESULTADOS

5.1. Teste genotipico da cepa vacinal SG AcobSAcbiA para a deteccao da delecao
nos genes cobS e cbiA

A Figura 1 contém a foto do gel de agarose com as bandas referentes ao genes
integros e alterados.

Mw 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Figura 1. Eletroforograma em agarose 1%. MW: marcador de tamanho molecular (1kb plus DNA Ladder). 1 -3,

fragmento AcobS Spec’ de SG (2964pb); 4 — 5, fragmento cobS (original) de SGNal' (994pb); 6, Controle positivo
com STM F98 AcobS Spec' (2964pb); 7 — 9, fragmento AcbiA Kan' de SG (1930pb); 10 — 11, fragmento cbiA
(original) de SGNal’ (1360pb); 12 — 13, Controle positivo com STM F98 AcbiA Kan' (1930pb).
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5.2. Avaliacao da infeccao de aves por SG AcobSAcbiA em comparagao com a
cepa de SG original

5.2.1. Experimento 1: Avaliacao da mortalidade

Na Tabela 1 estdo presentes os dados referentes a mortalidade de aves que
receberam os inéculos sem ser diluido e o diluido a 102 da cepa SG AcobSAchiA e da
cepa selvagem SGNal'. Durante os 28 dias de observacgdo, nos grupos de aves que
receberam o mutante SG AcobSAcbiA, diluido ou ndo, a mortalidade foi nula. No grupo
controle, a cepa de SGNal" causou mortalidade em 83,3% das aves que receberam a
cultura sem diluicdo e em 60% das aves que receberam a cultura diluida 100 vezes. No
28° dpi, as aves remanescentes foram sacrificadas, para a realizacdo do exame
bacteriolégico de figado. SGNal' ou SG AcobSAcbiA ndo foram recuperadas nas aves

de seus respectivos grupos.
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5.2.2. Experimento 2: Avaliacao da infeccao sistémica

Os suabes de fundo de caixa e os testes sorolégicos realizados no momento da
chegada das aves de um dia, apresentaram-se negativos para a pesquisa de
Salmonella spp e anticorpos anti-Salmonella, respectivamente.

Os resultados quanto a infecgdo sistémica estdo na Tabela 2. A quantidade de
SG AcobSAcbiA em figado e baco das aves foi significativamente menor do que a da
cepa selvagem (SGNal'), no 52 e 72 dpi. Além de menor multiplicagdo, a cepa mutante
SG AcobSAcbiA foi encontrada no figado das aves até no 7° dpi, enquanto que a cepa
selvagem, persistiu no figado e no baco das aves do grupo controle até o 14° dpi. A
partir do 21° dpi, a cepa mutante SG AcobSAcbiA nao foi encontrada em nenhum dos
orgaos examinados e o0 grupo controle ndo tinha nenhuma ave para a inspecao devido

a mortalidade.
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5.3. Avaliacao do mutante SG AcobSAcbiA como cepa vacinal contra a infeccao
pelas cepas selvagens de SG e SE

5.3.1. Experimento 3: Protecdo de aves utilizando SG AcobSAcbiA contra a
infeccao por SG

Os dados apresentados na Tabela 3 revelam que a cepa mutante SG
AcobSAcbiA conferiu protegéo contra a cepa selvagem SGNal', reduzindo a mortalidade
entre as aves vacinadas. A mortalidade foi de 15% entre as aves do grupo A, 25% entre
as aves do grupo B e 75% entre as aves do grupo C (controle), que ndo receberam o
in6culo da cepa mutante. A diferenca entre a mortalidade das aves dos grupos Ae B e
a mortalidade das aves do grupo C (controle) foi estatisticamente significativa (p<0,05).
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Tabela 3. Mortalidade de aves vacinadas oralmente com cultura de SG AcobSAcbiA e
desafiadas oralmente com a cepa selvagem SGNal'.

GRUPOS
A B C
Vacinacao (idade) 5 dias 5 e 25 dias nao vacinado
n2 de aves mortas/total 3/20°% 5/202 15/20°
% de mortalidade 15 25 75

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (x?, p<0,05).
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5.3.2. Experimento 4: Protecdo de aves utilizando SG AcobSAcbiA contra a
infeccao por SE

Para a avaliacdo da protecado das aves pela cepa de SG AcobSAcbiA contra SE
analisou-se a excregao fecal mediante exame de suabe de cloaca e a infecgao
sistémica estimando-se a presenca de SENal'Spec’ em bago, figado e contetido cecal.

Na Tabela 4 estdo os resultados referentes a analise da excrecao fecal de
SENal'Spec’. No grupo B, no qual as aves receberam a cepa vacinal de SG
AcobSAcbiA aos 5 e 25 dias de vida, houve reducao significativa (p<0,05) da excreg¢ao
fecal da cepa de SENal'Spec’ utilizada no desafio. Os suabes cloacais foram realizados
duas vezes por semana nas aves dos grupos A, B e C. O numero de aves testadas
diminuia conforme eram realizados os sacrificios para a colheita das amostras de
orgaos.

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados da avaliacdo da infeccao
sistémica pela cepa de SENal'Spec', utilizada no desafio das aves. A vacinagdo das
aves com o mutante SG AcobSAcbiA, reduziu o nimero de SENal'Spec’ em baco,
figado e ceco das aves dos grupos A e B, em comparagdo as aves do grupo C
(controle). No 22 e 52 dpi, a contagem de SENal’'Spec’ no contelido cecal das aves do
grupo C (controle) foi significativamente maior (p<0,05) do que no grupo B e no 5% e 7°
dpi a contagem de SENal'Spec’ no figado das aves dos grupos A e B também diferiu
estatisticamente em relagéo ao grupo C (controle).
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Tabela 4. Numero de suabes positivos apos a inspe¢ao da cloaca de aves brancas para
postura, para detecgdo de SENal'Spec’ utilizada como cepa desafio apds a vacinagao
de aves com cultura de SG AcobSAcbiA.

GRUPOS
A B C
vaplnagao 5 dias 5 e 25 dias nao vacinado
(idade)
2 16 12 28 11 8 19 11 10 21
5 17 11 28 5 5 10 14 13 27
8 0 3 3 0 0 0 2 7 9
12 0 1 1 0 0 0 0 3 3
15 1 1 2 0 0 0 1 1 2
19 0 1 1 0 0 0 0 0 0
22 0 1 1 0 0 0 0 1 1
26 0 2 2 0 0 0 0 0 0
TOTAL 34 32 66b 16 13 29a 28 35 63b

dpi: dias pés-infecgdo; D: Resultado da semeadura direta (Oh); E: Resultado da
semeadura apds enriquecimento (24h); T: Total. Letras diferentes indicam diferenga
estatisticamente significativa (), p<0,05).

Grupo A: vacinacao com a cepa SG AcobSAcbiA aos 5 dias de vida

Grupo B: vacinacado com a cepa SG AcobSAcbiA aos 5 e 25 dias de vida

Grupo C: controle(n&o vacinado).
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5.3.3. Experimento 5: Prevencao da colonizagao intestinal e invasao dos 6rgaos
por SE pela inoculacao prévia de SG AcobSAcbiA em aves de um dia de vida

Na Tabela 6 encontram-se os resultados (Log1o) da contagem de SENal'Spec' no
conteido cecal das aves. A média do nimero de células viadveis de SENal'Spec’ no
conteudo cecal das aves do grupo A (vacinado com SG AcobSAcbiA) foi de 5,56 UFC/g
e nao diferiu da média (6,80 UFC/g) encontrada nas aves do grupo B (ndo vacinado)
(p<0,05).

Tabela 6. Nimero (Logio) de células viaveis (UFC/g) de SENal'Spec' no contetido cecal
de oito aves sacrificadas cinco dias apos desafio por contato.

Aves
Grupos 1 2 3 4 5 6 7 8 u
A1 M 6,6 6,48 6,34 6,7 6,7 595 595 6,38
A2 6,34 5,34 6,41 6,3 6,36 2 6,48 6,11 5,66
wWA) 5,56 a (6.70-2.00)

B1 8,11 6,47 6,57 6,6 7,38 7,3 6,54 6,84 6,97

B2 734 656 753 6,78 6,11 6,36 5,84 6,5 6,63

w(B) 6,80 a (8,11-5,84)
Grupos A1 e A2: aves receberam o inéculo de SG AcobSAcbiA; Grupos B1 e B2
(controle): aves nao receberam o inéculo com SG AcobSAcbiA; M: ave nao
inspecionada devido a mortalidade. Médias seguidas de letras iguais nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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VI. DISCUSSAO

Salmonella Gallinarum (SG) é um parasita intracelular, anaerdbico facultativo que
provoca uma enfermidade caracteristica em aves, o Tifo Aviario. Este sorotipo esta
fortemente associado ao sistema fagocitico-mononuclear e o desencadeamento da
doenca depende da capacidade bacteriana de sobreviver e replicar-se dentro de
macrofagos do figado e do baco (BARROW et al.,, 1994; WIGLEY et al., 2002). Ao
invadir e colonizar os macréfagos do hospedeiro, Salmonella spp. utiliza varios fatores
de viruléncia para superar os obstaculos, que sao ativados com a internalizagdo da
bactéria (FIELDS et al., 1986; RICHTER-DAHLFORS et al., 1997; VAN IMMERSEEL et
al., 2004).

Apds a invasdo do organismo animal e das células fagocitarias, SG causa
doenca severa, caracterizada pela alta morbidade e mortalidade em aves
(SHIVAPRASAD, 1997). Este comportamento ndo foi observado com a cepa mutante
SG AcobSAcbiA que tornou-se atenuada e ndo causou a doenga. Conforme consta na
Tabela 1, nos grupos em que as aves receberam o mutante SG AcobSAcbiA, nao se
observou mortalidade, enquanto que nos grupos controles, a mortalidade foi de 83,3%
(25/30) quando utilizou-se o in6culo sem diluicdo e de 60% (18/30) quando o indculo foi
diluido a 10, & semelhanca de resultados observados em estudos anteriores sobre o
Tifo Aviario (BARROW et al., 1987; OLIVEIRA et al., 2005).

Complementando os estudos a respeito da relagdo entre a cepa mutante e aves,
foram feitos estudos a respeito da infeccao sistémica. Conforme pode-se observar na
Tabela 2 a cepa mutante foi recuperada do figado até o 7° dpi, enquanto a cepa
selvagem permaneceu neste 6rgao até o 14° dpi, assim como foi descrito anteriormente
por OLIVEIRA et al. (2005) com a infecgdo de aves de postura adultas, utilizando a
mesma cepa de SG. A contagem bacteriana nos 6rgaos revelou uma menor quantidade
de SG AcobSAcbiA em relagdo a cepa selvagem SG. Aos 21 dpi, SG AcobSAcbiA nédo
foi encontrada nos érgdos examinados, enquanto que o grupo controle ndo possuia
nenhuma ave, devido a mortalidade causada pela cepa selvagem. Assim sendo, pode-
se afirmar que a delecdo dos genes cobS e cbiA trouxe a cepa mutante transtornos
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metabolicos que refletiram no seu comportamento in vivo, com relagdo ao crescimento
e a viruléncia no organismo hospedeiro. A alteracdo metabdlica de microrganismos
pode levar ao comprometimento da sua sobrevivéncia no organismo hospedeiro. SHAH
et al. (2007) verificaram situacdo similar quando tornaram o gene metC inoperante em
uma cepa de SG. A incapacidade desta bactéria sintetizar metionina interferiu no seu
crescimento nos 6rgaos invadidos (figado e baco), diminuindo de forma significativa a
sua viruléncia.

A via de biossintese da cobalamina em Salmonella spp. pode ficar comprometida
quando algum gene do operon cob torna-se inoperante, sendo incapaz de sintetizar
esta molécula, se substancias precursoras nao forem encontradas no ambiente
(GRABAU & ROTH, 1992). A cobalamina é uma molécula importante para Salmonella
Typhimurium, cuja principal fungéo seria atuar na degradagéo de fontes de carbono,
como o propanediol e o tetrationato, para a obtengao de energia (JETER, 1990; AILION
et al., 1993; BOBIK et al., 1999; PRICE-CARTER et al, 2001). Portanto, essa
substancia exerce influéncia na multiplicacao bacteriana e sua auséncia pode levar a
atenuacao da bactéria (FIELDS et al., 1986). Pelos resultados obtidos nesse trabalho
nota-se a influéncia da cobalamina no metabolismo bacteriano de SG. No entanto, essa
participacdo pode variar entre os sorotipos de Salmonella spp., ja que em trabalho
semelhante uma cepa de Salmonella Typhimurium com alteracao de genes envolvidos
na biossintese de cobalamina continuou expressando a mesma viruléncia (BJORKMAN
etal., 1996).

Vale ressaltar que a cepa utilizada neste trabalho apresentou dois genes
alterados, relacionados com a biossintese da cobalamina, enquanto que mutantes de
SG contendo alteracao no gene cobS ou cbiA, individualmente, ndo tiveram a viruléncia
diminuida da mesma maneira (PAIVA et al., 2007). A delecao simples pode néo ter sido
suficiente para bloquear a biossintese de vitamina Bz, talvez porque a bactéria utilize
processo alternativo que nao dependa daquela enzima, enquanto a alteracado dupla
conseguiu causar danos irreparaveis.

Segundo JETER et al. (1984), mutantes de Salmonella Typhimurium incapazes

de sintetizar cobalamina caem em trés classes fenotipicas: 12. Dele¢cao na parte | do
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operon cob: a bactéria sintetiza cobalamina sé quando for fornecido cobinamide; 2°.
Delecéo na parte Il do operon cob: a bactéria sintetiza cobalamina s6 quando for
fornecido dimetil-benzimidazole (DMB); 3°. Quando a dele¢cao ocorre na parte Il do
operon cob: os mutantes falham na sintese de cobalamina mesmo quando se fornece
ambos o0s precursores (cobinamide e DMB). O gene cbiA localizado na parte | do
operon cob é o primeiro local de leitura para iniciar a sintese da cobalamina e em
Salmonella Typhimurium codifica uma amidase que atua em fase tardia da via
biossintética (ROTH et al., 1993). Assim, no mutante SG AcobSAcbiA foram eliminados
um gene da parte | (cbiA) e um da parte Il (cobS), quebrando a via de biossintese da
cobalamina.

Os genes que codificam enzimas para o metabolismo de carboidratos,
nucleotideos ou aminoacidos, sdo chamados de genes de manutencdo e sao
conhecidos por participarem dos mecanismos de viruléncia, através da aquisicdo de
nutrientes essenciais para o crescimento intracelular de Salmonella enterica. A
cobalamina é importante quando atua como cofator em reacées como as das enzimas
homocisteina metil transferase (CAUTHEN et al., 1966) e etanolamina amonia liase
(SCARLETT & TURNER, 1976), responsaveis, respectivamente, pela sintese de
metionina e degradacado da etanolamina. Assim, o amplo espectro de atuacdo, sugere
que esta molécula seja imprescindivel, ndo por possuir apenas uma fung¢do essencial,
mas por ser um catalisador de vérias etapas do metabolismo bacteriano. De acordo
com os resultados, a deficiéncia de cobalamina interferiu na multiplicacéo e persisténcia
de SG, indicando que a atenuacgdo esta ligada a perda da capacidade de sobreviver
dentro do sistema fagocitico-mononuclear.

SMITH (1956) verificou que uma cepa rugosa de SG (SG9R) havia perdido a
capacidade de provocar o Tifo Aviario em aves e que poderia ser empregada como
vacina. WIGLEY et al. (2005) observaram que a atenuagédo residia na diminuicao do
periodo de vida da bactéria no figado e no bagco das aves. Embora por processos
distintos, mas em virtude de comportamento semelhante, pesquisou-se o emprego de
SG AcobSAcbiA como candidata a cepa vacinal, visando o controle da infec¢ao de aves
por SG e SE.



43

As vacinas vivas contra Salmonella spp. disponiveis atualmente, sdo preparadas
a partir de cepas atenuadas. Embora se considere que estas vacinas sejam capazes de
gerar uma forte resposta imune celular, algumas estimulando também a producéo de
anticorpos, a protecao conferida contra o sorotipo SE, é limitada (MASTROENI et al.,
2000).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 3 a vacinagdo por via oral,
com a cepa SG AcobSAcbiA, protegeu as aves contra o desafio com a cepa selvagem
de SG. Em grupos de 20 aves, sobreviveram 17 aves naquele em que utilizou-se uma
dose vacinal, 15 quando empregou-se 2 doses vacinais, permanecendo apenas 5 aves
vivas ap6s o desafio pela cepa selvagem de SG, diferindo dos grupos vacinados (3,
p<0,05). A resposta imune gerada pela aplicagdo de uma dose vacinal teve a mesma
eficacia que a utilizacdo de duas doses. Esses resultados sugerem que a cepa SG
AcobSAcbiA pode imunizar as aves por meio da inoculagé@o oral, conseguindo diminuir
a incidéncia de Tifo Aviario. Alguns resultados semelhantes foram relatados
anteriormente com a utilizacdo da cepa SG9R. Segundo BOUZOUBAA et al. (1989),
uma cepa selvagem de SG que provocou a mortalidade em 60% de aves do grupo
controle, ndo causou mortalidade no grupo de aves vacinadas com SG9R, embora
tenha provocado lesdes necroticas focais no figado em até 55% das aves, a
semelhanga de relato anterior (SILVA et al., 1981). Em experimento descrito por LEE et
al. (2005), ap6s o desafio com uma cepa patogénica de SG a mortalidade variou de 95
a 100% nos grupos controles, enquanto que nos grupos vacinados com SG9R essa
variacao foi 0 a 5%. Assim como SG9R, a cepa SG AcobSAcbiA podera ter uso
promissor no controle do Tifo Aviario, com algumas vantagens como a auséncia de
lesbes severas em 6rgaos e a possibilidade de diferencia-la de outras cepas de SG.
CHACANA & TERZOLO (2006) notaram que a vacinagdo com uma cepa atenuada de
SE (Salmonella TAD E) foi capaz de proteger aves contra o sorotipo SG apds a
aplicacao de trés doses. Porém, a imunidade néo foi duradoura e quando o desafio foi
realizado em maiores intervalos de tempo, a mortalidade das aves vacinadas foi igual a
do grupo controle. Portanto, a melhor protegcéo contra o Tifo Aviario € obtida quando
utilizam-se vacinas preparadas a partir de cepas de SG.
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Tendo-se em vista que os sorotipos Gallinarum e Enteritidis possuem
composi¢cdo antigénica semelhante, pertencendo ao sorogrupo D1 (O: 1, 9, 12),
investigou-se a possibilidade de se utilizar a cepa de SG AcobSAcbiA como vacina para
controlar a infeccdo de aves por SE. Foram realizados dois experimentos para a
avaliacdo da proteg¢ao contra uma cepa desafio de SE, sendo um com aves de postura
de linhagem branca e o outro com pintinhos de corte.

No experimento com as aves de postura, apds o desafio inspecionou-se a
excrecao fecal e a colonizacao de figado, baco e ceco por SE. Os resultados referentes
ao exame dos suabes cloacais (Tabela 4), demonstram uma reducao na excrecao fecal
de SE no grupo em que as aves receberam duas aplicacdes da cepa SG AcobSAcbiA,
aos 5 e aos 25 dias (x?, p<0,05). Ndo houve diferenca no nimero de suabes positivos
entre o grupo das aves que receberam uma dose da cepa vacinal, aos cinco dias e o
grupo controle (x2, p>0,05). SILVA et al. (1981) relataram a redugdo de 20% na
excrecao fecal de STM em aves vacinadas por via oral ou subcutdnea com a cepa
SG9R. Anos mais tarde, BARROW et al. (1991), notaram que nao ocorreu redugao da
excrecao fecal de uma cepa de SE, utilizada para desafiar as aves apds a vacinagao
com SG9R. No presente estudo, envolvendo a utilizagdo da cepa SG AcobSAcbiA, a
excrecao fecal de SE foi reduzida em cerca de 55% quando as aves receberam duas
doses da cepa vacinal e nenhuma ave excretou a cepa desafio apos o 5° dpi. Enquanto
a excregao de SE foi observada durante toda a fase experimental p6s desafio (22° dpi),
nas aves do grupo onde se aplicou uma dose da cepa vacinal e do grupo controle (sem
vacinacdo) (Tabela 4). Esses resultados sdo animadores, tendo-se em vista que
BETANCOR et al. (2005) também observaram a reducao da excregao fecal de SE, em
aves vacinadas (duas doses) com cepa atenuada de SE, mas com a presenca da
bactéria nas fezes por periodo mais longo, de 15 dias.

Conforme consta na Tabela 5, houve redugéao na quantidade de SE recuperada
no figado das aves vacinadas com uma dose de SG AcobSAcbiA a partir do 5% e 7° dpi,
enquanto que no grupo em que as aves receberam duas doses vacinais, a reducao foi
significativa no conteudo cecal nos 2° e 5° dpi, no figado nos 5° e 7° dpi e no bago no 5°

dpi. Assim, pode-se afirmar que a cepa vacinal foi capaz de reduzir a infec¢do de aves
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por SE, quando foram utilizadas duas doses. Esses resultados sao animadores, tendo-
se em vista que, as vacinas vivas disponiveis sdo incapazes de impedir completamente
a instalacdo de SE no ceco e a colonizagdo dos érgaos das aves, sendo as vezes
expressiva na protecao conferida contra a infeccao sistémica (BARROW et al., 1991;
COOPER et al., 1994; GANTOIS et al., 2006).

Vacinas contendo outros sorotipos de Salmonella para proteger aves contra SE
também ja foram avaliadas. HASSAN & CURTISS (1994b), utilizaram uma cepa
atenuada Salmonella Typhimurium Acya Acrp visando inibir a presenca de sorotipos de
Salmonella dos grupo B, C, D e E em aves. Em aves vacinadas na 22 e 42 semana e
desafiadas por SE na sexta semana de vida, a prote¢do contra a colonizagdo do ceco
foi fraca, ja a reducdo da quantidade de SE recuperada nos 6rgaos foi melhor quando
foram utilizadas cepas pouco invasivas para desafiar as aves.

CERQUETTI & GHERARDI (2000) utilizaram uma cepa atenuada de SE para
vacinar aves nos primeiros dias vida. A cepa vacinal conferiu boa protegcdo contra os
sorotipos SE e SG, quando o desafio foi realizado 14 dias ap6s a aplicacdo da ultima
dose imunizadora, mas nao foi capaz de proteger contra o desafio por STM. Esta cepa
apresentou algumas caracteristicas que podem desfavorecer a sua utilizacdo a campo.
Foi necessario aplicar quatro doses vacinais, 0 que aumenta o estresse das aves e o
custo da vacinagao para os produtores. ApoOs a ultima dose, as aves excretaram a cepa
vacinal no ambiente por até duas semanas. A cepa SG AcobSAcbiA possui algumas
caracteristicas vantajosas quando considera-se seu uso como vacina. A inoculagao de
apenas uma dose, administrada por via oral, foi eficaz contra SG. Outra vantagem que
SG AcobSAcbiA tem sobre as demais cepas vacinais disponiveis, principalmente contra
SE, baseia-se no fato de que mesmo apds a sua inoculacéo oral, a excrecéo fecal e a
consequiente contaminagdo do ambiente sdo inexpressivas, além da necessidade de
poucas aplicacbes (duas) para uma protecao efetiva contra o sorotipo heterélogo.

Em um estudo a campo, FEBERWEE et al. (2001a) relacionaram a reducéo de
infecgdes por SE em lotes de aves poedeiras comerciais a utilizagdo da vacina SG9R,
em conjunto com a aplicacdo de um programa de biosseguridade, incluindo outras

medidas sanitarias que diminuem o risco de infecgdes por SE. No presente trabalho, os
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inoculos utilizados para desafiar as aves continham grande quantidade de bactéria, que
dificilmente seria encontrada em condi¢des normais a campo. As condicdes em que 0s
experimentos foram executados propiciavam a constante re-infecgéo das aves devido a
alta contaminacdo no ambiente dentro dos infectérios. O uso da cepa SG AcobSAcbiA
em granjas avicolas ainda nao foi testado, mas os resultados dos ensaios realizados
indicam que SG AcobSAcbiA podera ser uma importante ferramenta para combater
infecgdes por SG e SE.

Face aos resultados favoraveis ao uso da cepa SG AcobSAcbiA como vacina,
investigou-se seu emprego para evitar a colonizagao cecal de aves por SE no inicio da
vida, na forma de exclusdo competitiva. Ja foi relatado que cepa de Salmonella
Typhimurium consegue inibir a colonizacdo cecal de aves por cepas homoélogas
(BERCHIERI JR & BARROW, 1990). COOPER et al. (1994), conseguiram impedir a
colonizacao cecal de aves recém nascidas por SE, aplicando oralmente um indculo
contendo uma cepa atenuada de SE no primeiro dia de vida. No experimento em que
pintinhos de corte receberam SG AcobSAcbiA no primeiro dia de vida, n&o ocorreu
inibicdo de SE que foi inoculada por via oral no segundo dia de vida, a qual colonizou e
se multiplicou no ceco das aves de ambos grupos. A quantidade de SE encontrada no
conteudo cecal dos pintinhos do grupo controle e do grupo vacinado, sacrificados no 5°
dpi, foi elevada e nao diferiu entre si (Tabela 6). Assim sendo, a cepa SG AcobSAcbiA
ndo impediu a colonizacdo cecal pela cepa desafio, como fez a cepa atenuada de SE
(COOPER et al, 1994). METHNER et al. (2001) analisaram a utilizacao de uma cepa de
STM atenuada para impedir a colonizagao cecal de pintinhos desafiados por uma cepa
patogénica homdloga no 3° dia de vida, sem sucesso. A colonizagdo do intestino por
uma cepa “vacinal’ de Salmonella seria uma forma de proteger aves recém eclodidas e
aves recém vacinadas contra a infeccao por cepas patogénicas, pois durante este
periodo, a resposta imune ainda é limitada. Porém, esta ac&o parece estar distante da
capacidade das cepas vacinais disponiveis, incluindo-se a SG AcobSAcbiA. Cepas
atenuadas de SE mostraram melhores resultados; no entanto, sdo excretadas no

ambiente, 0 que é uma caracteristica indesejavel para uma vacina. A protecao do trato
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intestinal das aves durante este periodo parece ser exercida, mais satisfatoriamente,
pelo método de exclusao competitiva (METHNER et al., 2001; STERZO et al., 2005).

A cepa atenuada SG AcobSAcbiA mostrou-se capaz de proteger aves contra o
desafio pela cepa patogénica de SG e também foi eficaz em reduzir a infecgdo por SE
quando inoculada duas vezes em aves de postura. Destarte, os resultados obtidos na
presente pesquisa sdo promissores e deverdao nortear futuros estudos visando a
aplicacao da cepa SG AcobSAcbiA como vacina no controle da infeccdo de aves por
SG e SE, em condicoes experimentais controladas, bem como estendé-los para

pesquisas aplicadas a campo.
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VII. CONCLUSOES

Dentro das condi¢des experimentais adotadas no presente trabalho conlcuiu-se que:

- A cepa SG AcobSAcbiA tornou-se atenuada e nao causou mortalidade em aves.

- A aplicacao de uma ou duas doses da cepa SG AcobSAcbiA é capaz de proteger

parcialmente aves contra o desafio por uma cepa selvagem de SG.

- A vacinacdo com duas doses de SG AcobSAcbiA causou reducédo de SE nos 6rgaos,
no conteudo cecal e na excrecao fecal, desta forma, a protegcdo conferida pela cepa

vacinal deve ser classificada como parcial.

- A cepa SG AcobSAcbiA possui vantagens, como a completa atenuacgéo, a improvavel
excrecao pelas fezes, a imunogenicidade contra SG e SE e a possibilidade de ser

detectada e diferenciada por técnicas moleculares.
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