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

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

Palavras-chave: Infeccdo sistémica, Macréfagos, Patogénese, Tifo aviario,
Salmonelose, SPI-3



Vii
EFFECT OF mgtC GENE DELETION ON Sa/lmonella GALLINARUM
PATHOGENICITY IN SUSCEPTIBLE POULTRY

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

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

1.1. Género Salmonella
1.1.1. Taxonomia

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

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

A escrita da nomenclatura desses patégenos deve seguir a forma extensa

9 tL 1Y

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

Salmonella Gallinarum (Grimont e Weill, 2007).



1.1.2. Caracteristicas estruturais, fisiolégicas e metabdlicas

Apesar de pertencerem a um unico género, as caracteristicas estruturais,
fisioldgicas e metabdlicas, bem como a patogenicidade, podem diferir entre os
sorovares ou biovares (Holt et al., 1994; Brasil, 2011; Freitas Neto et al., 2020).
Contudo, assim como outros microrganismos da familia Enterobacteriaceae, essas
bactérias sdo pequenos bacilos Gram-negativos com tamanhos que variam entre 0,3—
1,0 x 1,0-6,0 ym, ndo formam enddsporos ou microcistos e sado anaerébios
facultativos (Brenner e Farmer, 2015). Ademais, sao patdgenos intracelulares (Marcus
et al., 2000) e comumente méveis com flagelos peritriqueos (Grimont e Weill, 2007;
Issenhuth-Jeanjean et al., 2014).

A primeira etapa de diferenciacdo dos sorovares segue o esquema proposto
por White-Kauffmann-Le Minor por meio da identificagdo dos antigenos de superficie
O, H e Vi. O antigeno O é termoestavel e pode ser dividido em fase lisa (Smooth — S)
ou rugosa (Rough — R) (Grimont e Weill, 2007). No primeiro caso, ocorre aglutinagéao
quando em contato com antissoro especifico. Ja em fase rugosa ha comprimetimento
da integridade da parede celular, o que torna a bactéria autoaglutinavel em solugéo
salina. Ademais, a estirpe rugosa € facilmente fagocitavel e sua patogenicidade
atenuada devido ao aumento da sensibilidade a agao do sistema complemento (Brasil,
2011). Ja o antigeno H esta presente em bactérias méveis, sendo composto pelas
proteinas termolabeis denominadas flagelinas. Além disso, podem ser identificadas
nas fases 1 ou 2 (Grimont e Weill, 2007; Brasil, 2011). Por ultimo, o antigeno Vi é
termolabil e poucos sorovares apresentam essa estrutura. Apesar da ampla variedade
de antigenos de superficie, a existéncia de uma mesma composig¢ao antigénica entre
alguns sorovares é possivel e, sendo assim, a segunda etapa da diferenciagcéo
ocorrera por meio de caracteristicas bioquimicas, de patogenicidade ou de habitat
(Grimont e WEeill, 2007).

A temperatura 6tima de multiplicagao de Salmonella spp. é de 37 °C (Holt et
al., 1994), podendo variar entre 35 e 43 °C (Brasil, 2011). O potencial Hidrogeniénico
(pH) otimo é de 7 a 7,5, suportando extremos de 3,8 a 9,5. Além disso, possui
atividade hidrica igual ou superior a 0,94 (Brasil, 2011). Na superficie de agar
nutriente, formam col6nias arredondadas de bordas lisas e brilhantes, cujos diametros

variam de 2 a 4 milimetros (Holt et al., 1994).
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Salmonella spp. fermenta glicose, processo do qual resulta em producéo de
gas (Holt et al., 1994; Brasil, 2011). Ressalta-se que pode fermentar arabinose,
dulcitol, maltose, manitol, manose, ramnose, sorbitol, trealose e xilose e acidificar o
meio por meio da producgdo de acido. Por outro lado, ndo utiliza a lactose, sucarose e
malonato como nutrientes. Produz enzimas que, em meios de cultura especificos
como o Agar Lisina Ferro (Lysine Iron Agar - LIA) e o Agar Ferro-Agucar Triplo (Triple
Sugar Iron - TSI) (Brasil, 2011), geram Sulfeto de Hidrogénio (H2S) (Holt et al., 1994;
Brasil, 2011; Brenner e Farmer, 2015). E catalase positivo e oxidase negativo, além
de ser capaz de descarboxilar lisina e ornitina, utilizar citrato como unica fonte de
carbono e reduzir nitrito em nitrato. Ademais, n&o hidroliza uréia, ndo desamina

fenilalanina e triptofano e nem produz indol (Brasil, 2011; Brenner e Farmer, 2015).

1.1.2.1. Particularidades de Salmonella Gallinarum

Pertencente ao Sorogrupo O9 (Grupo D), Salmonella enterica subesp. enterica
sorovar Gallinarum é dividido nos biovares Gallinarum (Salmonella Gallinarum ou SG)
e Pullorum (Salmonella Pullorum ou SP) (Grimont e Weill, 2007). Apesar de
constituirem o mesmo sorovar, esses dois patégenos causam enfermidades distintas
em galinaceos (Freitas Neto et al., 2020). Ambas as bactérias se diferem de outras
salmonelas por ndo possuirem flagelos e, portanto, sdo as uUnicas imodveis
identificadas até o momento (Holt et al, 1994; Freitas Neto et al., 2020; Brenner e
Farmer, 2015). Dessa forma, a formula antigénica dos biovares é 1,9,12:—— (Grimont
e WEeill, 2007).

Apesar de serem filogeneticamente e estruturalmente semelhantes, existem
estirpes atipicas de SG e SP que podem dificultar a diferenciagao bioquimica (Freitas
Neto et al., 2020). A produgéo de gas e H2S por SG e SP é pouco evidente (Brasil,
2011) e nao utilizam citrato (Brenner e Farmer, 2015). Além disso, SG néo
descarboxila ornitina e algumas estirpes nao fermentam ramnose e sorbitol. Ademais,
SP nao fermenta o dulcitol, agucar que pode ser fermentado por algumas estirpes de
SG (Brasil, 2011; Brenner e Farmer, 2015). Dessa forma, técnicas moleculares
complementando métodos bacterioldgicos tradicionais auxiliam na diferenciagao entre

os dois biovares (Batista et al., 2013).
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1.2. Salmoneloses

Filogeneticamente, Salmonella spp. e Escherichia coli divergiram de um
ancestral em comum entre 100 e 160 milhdes de anos atras (Ochman e Wilson, 1987)
e a adaptacao de Salmonella enterica aos hospedeiros vertebrados iniciou-se ha,
aproximadamente, 10 milhdes de anos (Galan, 2001). Durante o processo evolutivo,
alguns sorovares de Salmonella se tornaram hospedeiro-especificos enquanto outros
mantiveram a capacidade de acometer diversas espécies (Freitas Neto et al., 2020),
formando uma cadeia epidemiologicamente complexa (Zhang-Barber et al., 1999).

Ha dois quadros infecciosos ocasionados por Salmonella spp.: sistémico e
local. A infeccdo local nem sempre implica em doencga clinica, porém ocorre
colonizagao do trato gastrointestinal por sorovares que infectam multiplas espécies
(Freitas Neto et al., 2020). Aproximadamente 100 desses sorovares sao zoonoticos
(CDC, 2016) e comumente estdo associados a surtos de Doengas Transmitidas por
Alimentos (DTAs) em seres humanos a partir do consumo de carnes de ave, bovina e
suina, além de ovos, vegetais e sucos (Freitas Neto et al., 2010). Nesses casos, a
dose infectante varia de 10° a 108 Unidades Formadoras de Col6nias por mililitro
(UFC/mL) (Brasil, 2011). Ja a infecgdo sistémica € causada por salmonelas que
invadem um numero restrito de hospedeiros e que provocam doenca que pode evoluir
ao obito, tais como Salmonella Typhi (ST) em seres humanos, STM em camundongos,
Salmonella Dublin (SD) em bovinos, assim como SG e SP em aves (Berchieri et al.,
2001). Na ultima categoria animal citada, existem trés enfermidades distintas
causadas por Salmonella spp.: a pulorose, cujo agente infeccioso é SP; o tifo aviario,
causado por SG; e o paratifo aviario, causado por qualquer outro sorovar (Poppe,
2000; Freitas Neto et al., 2020).

Historicamente, Salmonella Typhimurium (STM) e Salmonella Enteritidis (SE)
sdo o0s sorovares mais isolados em produtos de origem avicola (Freitas Neto et al.,
2010), porém alguns estudos epidemioldgicos mais recentes apontam o aumento na
incidéncia de Salmonella Mbandaka, Salmonella Senftenberg, Salmonella Heidelberg
e Salmonella Minnesota em granjas brasileiras (Baptista et al., 2018; Benevides et al.,
2020; Kipper et al., 2020). Por outro lado, SG ¢ isolado em menor frequéncia, mas sua

notificagdo € negligenciada no Brasil (Figura 1) e em outros paises em
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desenvolvimento (OIE, 2021), dificultando o levantamento epidemioldgico e a adogao

de medidas de controle (Freitas Neto et al., 2020).

Surtos de tifo aviario no Brasil
(2005 - 2020)
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Figura 1. Numero de surtos de tifo aviario em aves domeésticas notificados aos 6rgéos
oficiais brasileiros entre os anos de 2005 e 2020. O termo “?” foi adotado em
casos de auséncia de notificacbes oficiais no periodo mesmo quando as

autoridades assumiam que SG estava circulando entre os plantéis avicolas
(Adaptado de: OIE, 2021).

1.3. Tifo aviario

O tifo aviario € uma doencga que acomete os galinaceos. Na produgao animal,
seu maior impacto € em animais da espécie Gallus gallus domesticus. Aves de
qualquer idade podem apresentar sinais clinicos (Freitas Neto et al., 2020), mas ao
considerar a linhagem, aves leves sdo mais resistentes a doenga do que as
semipesadas e pesadas (Oliveira et al., 2005).

Quando infectados, os animais ficam apaticos, sonolentos, com asas caidas,
desidratados, reduzem o consumo de racado e excretam fezes diarreicas amarelo-
esverdeadas (Freitas Neto et al., 2007). Com o agravamento do quadro, podem ser
registradas taxas de mortalidade variando entre 10 a 80% do lote no campo (Freitas
Neto et al., 2020), podendo alcangar os 90 % em infec¢des experimentais (Rodrigues
Alves et al.,, 2018). Ao exame necroscopico, sdao comumente observados
hepatoesplenomegalia de trés a quatro vezes, figado de coloragdo amarelo-

esverdeado, hidropericardio, focos inflamatérios esbranquigados nos parénquimas
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hepatico e cardiaco, além de atrofia de foliculos ovarianos (Freitas Neto et al., 2007;
Freitas Neto et al., 2020).

1.3.1. Imunopatogenia do tifo aviario

O desencadeamento e a evolugéo patoldgica do tifo aviario dependem de uma
série complexa de eventos até a morte do animal (Assoku e Penhale, 1974). Ao ser
ingerida, SG pouco coloniza o intestino das aves (Setta et al., 2012; Rychlik et al.,
2014) e, por ser aflagelar, provoca pobre resposta imune inata local (Kaiser et al.,
2000). Esse mecanismo possibilita a invaséo sistémica através dos Tecidos Linféides
Associados ao Intestino (GALT), como placas de Peyer e tonsilas cecais, cuja
composicao é rica em linfécitos B e T, heterdfilos, macréfagos, células dendriticas e
Natural Killers (NK) (Smith e Beal, 2008). O sistema imune inato possui receptores
Toll-like (Toll-like Receptors — TLRs) que reconhecem moléculas especificas
denominadas Padrées Moleculares Associados ao Patégeno (PAMPs — Pathogen
Associated Molecular Patterns), tais como o lipopolissacarideo (LPS) (Medvedev et
al., 2006). Quando no interior das células do hospedeiro, essas estruturas s&o
reconhecidas por Receptores de Reconhecimento de Padrdes (Pattern Recognition
Receptors — PRRs) ou por Receptores de tipo NOD (NOD-like Receptors — NLRs) que
recrutam células imunes para os tecidos para limitar a viruléncia bacteriana por meio
da indugao da secrecado de proteinas pro-inflamatérias, como o Fator de Necrose
Tumoral (Wemyss e Pearson, 2019). Nos primeiros momentos pds-infecgao por SG,
a producao de Fator de Necrose Tumoral Alfa Induzido por Lipopolissacarideo (LITAF)
em tonsilas cecais € elevada e esta correlacionada com o aumento de macroéfagos
nesses tecidos (Setta et al., 2012). Posteriormente, SG reside em macréfagos que se
disseminam para o figado e o baco das aves (Barrow et al., 1994; Wigley et al., 2002).
Sendo assim, SG é encontrado no intestino da ave somente logo apés a ingestao da
bactéria durante o estagio inicial da infecgao e no estagio final durante a septicemia,
momento em que a ave esta moribunda (Wigley et al., 2002; Freitas Neto et al., 2020).

Aves susceptiveis ao tifo aviario, tais como as de linhagens semi-pesada e
pesada, desenvolvem lesdes anatomopatolégicas mais extensas e apresentam taxas
de mortalidade mais elevadas em surtos quando comparados com as resistentes, ou

leves (Wigley et al., 2002; Celis-Estupifian et al., 2017). Histologicamente, as ultimas
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citadas apresentam focos de inflamacéo restritos no figado e extensos no bago. Por
outro lado, as susceptiveis desenvolvem inflamacao intensa e areas extensas de
necrose no figado, elevado influxo de células inflamatérias e areas de necrose nesse
orgao (Psifidi et al., 2018). Baseando-se em outros patdégenos, uma desregulagdo dos
mecanismos que controlam a sinalizagao por TLR hiperativa as células do hospedeiro
pelos debris bacterianos, resultando em choque séptico. Assim, uma inflamacéao
excessiva pode resultar em morte (Medvedev et al., 2006). Entretanto, mais estudos
precisam ser conduzidos para elucidar a dindmica imune envolvida no tifo aviario.

Durante a fase aguda da infec¢do, SG causa efeito citopatico de leucocitos que,
por sua vez, provoca a lise celular e liberagao bacteriana no meio extracelular (Garcia
et al., 2009). A destruicdo de SG pela quebra do lipopolissacarideo resulta no rapido
acumulo dessa endotoxina nos tecidos (Buxton e Davies, 1963). Em seguida, os
fragmentos sdo adsorvidos pelos eritrocitos e modificam essas células de defesa.
Com isso, ocorre o processo de eritrofagocitose para a retirada dessas células da
circulagdo sanguinea e sua destruicdo por intermédio de células reticulares e
macrofagos, resultando em quadro de anemia (Assoku e Penhale, 1974). Dessa
forma, a acao citolitica e citopatica (Buxton e Allan, 1963) de SG desencadeia o
quadro de leucopenia (Freitas Neto et al., 2007; Garcia et al., 2009) que tem sido
correlacionado com os 6bitos durante o tifo aviario (Garcia et al., 2009).

O clearance da infecgdo primaria € dominado pela resposta do tipo Th1
(Whitanage et al., 2005). As células T desempenham papel fundamental durante o
curso infeccioso de Salmonella spp. por mediar a resposta imune celular e,
consequentemente, se envolver na formagao da resposta imune adaptativa. Células
T CD4* e CD8" sdo os maiores produtores da citocina Interferon-gama (IFN-y) que,
por sua vez, ativam os macrofagos teciduais e sanguineos (Pati et al., 2013). Além de
promover a agao microbicida dos fagdcitos, IFN-y induz a expressao de quimiocinas
CXC que recrutarao outras células do sistema imune, como neutréfilos e mondcitos,
prevenindo a disseminag&o bacteriana (Owen et al., 2014; Owen et al., 2016). De
modo a intensificar a resposta imune, os macrofagos produzem citocinas pro-
inflamatdrias (IL-12 e IL-18) que promovem a expressao de IFN-y por células NK e

linfécitos T, aumentando sua propria ativagao (Wigley et al., 2005). A reatividade
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linféide nos érgéos sugere intensa agado da resposta imune para eliminar a bactéria
(Whitanage et al., 2005).

Além disso, a expressao de IL-12 e IL-18 e quimicionas (CXCLi1 e CXCLi2) de
macrofagos de aves resistentes tende a ser mais rapida e eficaz, induzindo produgao
de IFN-y por meio da resposta adaptativa do tipo Th1 (Wigley et al., 2006). Em quadros
infecciosos persistentes, como no caso da pulorose (infeccdo por Salmonella
Pullorum), ha inibicdo da producéo de IL-18 e a resposta Th1. Em contrapartida, a
resposta do tipo Th2 é ativada e pode permitir a evasdo do clearance e posterior
persisténcia no hospedeiro (Tang et al., 2018).

O sistema fagocitario mononuclear possui papel central na resisténcia de
linhagens ao tifo aviario. Estudo in vitro conduzido por Wigley et al. (2002) demonstrou
que a atividade antimicrobiana dos macrofagos provenientes de aves leves
(resistentes) é mais intensa e elimina SG em aproximadamente 24 horas, enquanto
que aquelas oriundas de aves susceptiveis necessitam de pelo menos 48 horas. A
maior taxa de eliminacdo pode ser devido ao aumento da explosao respiratoria
(respiratory burst) nas linhagens resistentes (Wigley et al., 2002).

Ao longo dos anos, estudos tém sido conduzidos de modo a elucidar a relagao
da genética da ave com os mecanismos envolvidos na resisténcia ao tifo aviario
(Lambert e Knox, 1932; Wigley et al., 2002; Psifidi et al., 2018). A resisténcia contra
Salmonella spp. em diversas espécies animais depende do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex — MHC), do Receptor Toll-like
4 (Toll-like Receptor 4 — TLR4), do gene Sic11a1 (Solute Carrier Family 11A member
1, também conhecido como Natural resistance associated macrophage protein —
Nramp1) e do locus SAL1 (Wigley, 2004). Na infeccdo sistémica causada por SG em
aves, a resisténcia mediada por TLR-4 ou MHC possui pouco ou nenhum impacto,
respectivamente (Wigley et al., 2002). Nramp1 de aves possui diferencgas intergénicas
em comparagdo com o de camundongos € humanos (Hu et al., 1995) e ndo ha
diferengas consistentes entre os genoétipos de resistentes e susceptiveis, indicando
que o gene nao possui um papel central na resisténcia (Wigley, 2004). Ja o locus
SAL1, presente no cromossomo 5 de galinha (Mariani et al., 2001) e previamente
associado a resisténcia contra SG (Wigley et al.,, 2002), intensifica a acéao

antimicrobiana dos macrofagos (Wigley, 2004) por meio da resposta oxidativa (Wigley
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et al., 2002) na fase aguda da infecgdo (Berchieri Junior et al., 2001). Entretanto, a
inducdo da explosao oxidativa por SAL7 contra SG é baixa ou mesmo nao observada
em aves susceptiveis (Wigley et al., 2002).

Recentemente, Psifidi e colaboradores (2018) dissecaram uma suposta rede
de expressao génica relacionada a resposta da ave contra SG. Nesse estudo foram
identificados diversos Locus de Caracteristicas Quantitativas (Quantitative Trait Locus
— QTL) associados a resisténcia, destacando-se a regido genémica SAL71. Nela
encontram-se 14 genes, dos quais JAK3, KRAS, GYS2, PPP2CA, YWHAG e,
principalmente, AKT1 cuja sinalizagdo ocorre via P13K/AKT, sdo os aparentes
moduladores da resisténcia. Observou-se ainda que a resisténcia é herdada como um
traco poligénico complexo, o que permite inferir que a sele¢cao génica de reprodutores
tornar-se-a uma ferramenta que auxiliara em tornar aves susceptiveis mais resistentes

ao tifo aviario.

1.4. llhas de Patogenicidade de Salmonella (SPI) e infecgao sistémica

Como citado anteriormente, o interior do hospedeiro € um ambiente hostil aos
patdogenos. A todo o momento, o animal utiliza mecanismos para impedir a
colonizagao bacteriana e, assim, conter o processo infeccioso (Marcus et al., 2000).
De modo a evadir essas barreiras, Salmonella spp. expressa genes cujas proteinas
compdem diversos reguladores de viruléncia como TIpA, Fur, PhoP/PhoQ,
OmpR/EnvZ, entre outros (Foster e Hall, 1990; Ernest et al., 1999; Clements et al.,
2001; Lee e Groisman, 2012a; Rodrigues Alves et al.,, 2018). A cada variagao
ambiental nociva a bactéria, um ou mais desses reguladores sdo sensibilizados e,
assim, desencadeiam a expressao de diversos genes organizados em forma de
clusters, denominados llhas de Patogenicidade de Salmonella (SPI| - Salmonella
Pathogenicity Islands). Dessa forma, o patdégeno promove a evasao por meio da
modulagao do sistema imune do hospedeiro para sobreviver e se multiplicar em seu
interior. Dentre as SPIs do género, as cinco primeiras (SPI-1 a SPI-5) sdo as mais
investigadas (Marcus et al., 2000; Clements et al., 2001; Rychlik et al., 2009).

Notou-se que genes presentes nas SPI-1 e SPI-4 dos sorovares do paratifo
aviario Salmonella Typhimurium, Salmonella Infantis, Salmonella Enteritidis e

Salmonella Hadar sdo majoritariamente ativados para a invasao epitelial e, aqueles
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presentes nas SPI-2 e SPI-3, sdo expressos para a sobrevivéncia intramacrofagica
(Imre et al., 2013). Os mecanismos de invasao, seja através de células epiteliais ou
da fagocitose pelas células do sistema reticulendotelial, representam o inicio da
infeccao sistémica (Waterman e Holden, 2003; Thompson et al., 2011). Para isso, sao
estruturados aparatos denominados Sistemas de Secreg¢édo do Tipo Trés (TTSS —
Type Three Secretion System). Essas estruturas funcionam como agulhas e secretam
proteinas que alteram a estrutura celular do hospedeiro ou até mesmo bloqueiam uma
série de mecanismos antimicrobianos produzidos pelo animal. Em Salmonella spp.,
os TTSS mais estudados estdo codificados nas SPI-1 (TTSS-1) e SPI-2 (TTSS-2)
(Jones et al., 2001; Owen, 2016). Porém, ao contrario das salmonelas paratificas, foi
demonstrado que a expressao do TTSS-1 ndo é necessaria para a patogenicidade de
SG (Jones et al., 2001).

Ao adentrar no macréfago, a bactéria € interiorizada individualmente em um
fagossomo modificado delimitado por membrana, denominado Vacuolo Contendo
Salmonella (Salmonella-containing Vacuole - SCV) (Waterman e Holden, 2003;
Thompson et al., 2011). A partir desse momento, a célula do sistema imune direciona
sob o microrganismo uma série de mecanismos antimicrobianos, tais como a exploséo
oxidativa (oxidative burst), por meio da produgao de 6xido nitrico e formas reativas de
oxigénio, além da acado de peptideos antimicrobianos, queda de pH, redugao das
concentragbes de cations bivalentes, entre outros (Foster e Hall, 1990; Ernst et al.,
1999; Lee e Groisman, 2012a). Por outro lado, além de conseguir evadir a agéo
antimicrobiana, o patégeno modula seu metabolismo de modo a tolerar ou persistir
em meios com baixa concentragao de cations e de pH. Consequentemente, a taxa de
multiplicagdo pode ser reduzida (Lee et al., 2013).

A tarefa de sobreviver a atividade antimicrobiana dos SCVs, se replicar em seu
interior e desenvolver a doenga (Marcus et al., 2000; Eriksson et al., 2003) dependera
da expressao de sistemas regulatérios. Dentre eles se destaca o sistema regulatério
de dois componentes PhoPQ (Figura 2), cuja ativagdo ocorre pela presenca de
peptideos antimicrobianos, pela acidificacdo e pela reducdo na concentracao de
cations bivalentes, como o magnésio (Mg?*) (Véscovi et al., 1996; Clements et al.,
2001; Lee e Groisman, 2012a; Lee e Lee, 2015). Na primeira hora pés-infec¢ao, o pH

do SCV encontra-se entre 4 a 5 (Gogoi et al., 2019) e a concentragdo baixa de Mg?*
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desempenha um papel menor na ativacao de phoP nos momentos iniciais da infec¢ao
(Martin-Orozco et al., 2006). Foi demonstrado que esse sistema é essencial para a
patogenicidade de SG, visto que sua delecédo atenuou a bactéria durante o processo
infeccioso em aves comerciais susceptiveis (Rodrigues Alves et al., 2018) e que sua
ativagdo promove a expressao de genes essenciais para a adaptagao de Salmonella
Typhimurium no interior dos macréfagos, tais como o mgtC (Blanc-Potard e Groisman,
1997).
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Figura 2. Predicdo das cascatas regulatorias mediadas pelo sistema de dois
componentes PhoPQ em Salmonella Gallinarum biovar Gallinarum str.
287/91. O gene mgtC encontra-se entre os 48 genes ativados pelo
sistema regulatorio. Figura adaptada de Métris et al. (2017) disponivel no
website <https://salmonet.org/>.

O ambiente genético em que mgtC esta inserido € melhor descrito em
Salmonella Typhimurium e € composto por mgtM e mgtP, upstream ao mgtC, além
dos genes downstram mgtB, mgtR, mgtU e cigR (Figura 3). Apés a fosforilacdo de
PhoP, essa proteina regulatéria ativa a regiao lider do mRNA mgtCBRUcigR contendo
duas pequenas Fases de Leitura Aberta (Open Reading Frames - OREFs)
denominadas mgtM e mgtP, as quais induzem a formacéo de estruturas alternativas
da regiao lider que determinara o grau de expressao total da regido codificante de
mgtC (Lee e Groisman, 2012a; Lee e Groisman, 2012b; Choi et al., 2017b; Yeom et
al., 2018; Park et al., 2019; Yeom et al., 2020).
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Figura 3. Ambiente genético em que mgtC encontra-se inserido em Salmonella spp.
e as fungdes de cada gene. Imagem adaptada de Lee e Groisman (2012a),
Lee e Groisman (2012b), Choi et al. (2017b), Yeom et al. (2018), Park et al.
(2019) e Yeom et al. (2020).

1.5. Gene mgtC

1.5.1. Caracteristicas gerais e fungoes

O gene mgtC é um importante fator de viruléncia da bactéria. Por ter sido
identificado em outros microrganismos, sugere-se que foi transferido horizontalmente
para Salmonella spp. (Blanc-Potard, Lafay, 2003; Lavigne et al., 2005; Retamal et al.,
2009). Interessantemente, apesar das diferengas de MgtC e da distancia filogenética
das familias Enterobacteriaceae, @ Mycobacteriaceae, Pseudomonadaceae,
Burkholderiaceae e Brucellaceae, essa proteina ou homologas a ela demonstraram
ser essenciais para a sobrevivéncia intramacréfagos e patogenicidade de Salmonella
spp. (Blanc-Potard e Groisman, 1997; Moncrief e Maguire, 1998; Pullinger et al., 2007;
Rang et al., 2007; Retamal et al., 2009; Lee e Groisman, 2012a; Silva et al., 2012; Lee
et al., 2013; Lee e Lee, 2015; Pontes et al., 2016; Choi et al., 2017a), Yersinia pestis
(Grabenstein et al., 2006), Mycobacterium tuberculosis (Buchmeier et al., 2000),
Pseudomonas aeruginosa (Belon et al., 2015; Garai et al., 2019; Moussouni et al.,
2019), Burkholderia cenocepacia (Maloney e Valvano, 2006) e Brucella suis (Lavigne
et al.,, 2005). Uma analise de expressao génica por triagem de selegdo negativa
baseada em microarranjo durante a infecgdo de Salmonella Enteritidis PT4 str.

P125109 em camundongos demonstrou que MgtC é importante para a infecgao
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sistémica em figado e bago e que essa proteina possui 100 % de similaridade com
aquela produzida por SG str. 287/91 (Silva et al., 2012).

Na estirpe SG str. 287/91, mgtC possui tamanho molecular de 696 pb e sua
transcrigdo resulta em uma proteina composta por 231 aminoacidos (Thomson et al.,
2008). Vale ressaltar que o mesmo nao foi identificado como pseudogene (Thomson
et al., 2008; Kuo e Ochman, 2010). Conforme relatado anteriormente em outros
sorovares, integra o operon mgtCBRUCcIigR localizado na SPI-3, juntamente com o
gene mgtA (Véscovi et al., 1996; Lee e Groisman, 2012a; Yeom et al., 2020). Em 1997,
essa llha de Patogenicidade foi identificada pela primeira vez e, ja nesse estudo,
observou-se que o sistema regulatério de dois componentes PhoPQ regulava a
expressao da proteina hidrofébica de membrana MgtC (Blanc-Potard e Groisman,
1997) de peso molecular de 22,5 kDa (Moncrief e Maguire, 1998).

Inicialmente, suspeitava-se que MgtC seria o transportador de Mg?* do meio
extracelular para o citosol bacteriano (Blanc-Potard e Groisman, 1997). Contudo, foi
hipotetizado que sua fungao seria a de controlar a entrada de ions de H* para o citosol
da bactéria através do transportador F1Fo ATP sintase (Moncrief e Maguire, 1998;
Gunzel et al., 2006), sendo posteriormente confirmado por Lee et al. (2013). Portanto,
os patdgenos lidam com a acidificacédo do SCV de duas formas distintas como alterar
o pH do fagossomo ou sofrer as consequéncias da acidificacdo e Salmonella spp. faz
uso da segunda opgao (Lee et al.,, 2013). Além dessa fungdo, mais recentemente
identificou-se que MgtC também atua no transporte de fosfato para o citosol bacteriano
(Choi et al., 2019) e esta envolvido na sintese de celulose (Pontes et al., 2015a).

Proteinas de viruléncia classicas sdo comumente toxinas ou efetores que
modulam a fisiologia das células do hospedeiro de modo a adaptar o patégeno durante
o processo infeccioso (Lee e Lee, 2015). Entretanto, MgtC foge desse padrao (Lee et
al., 2013). E uma proteina que atua diretamente em uma enzima central do préprio
metabolismo energético bacteriano e, ao mesmo tempo, outros mecanismos
promovem o feedback negativo de acordo com os niveis de transcricdo de mgtC (Lee
et al., 2013; Lee e Lee, 2015).
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1.5.2. Cascata regulatéria envolvendo mgtC

Previamente ou imediatamente apds a interiorizagao de Salmonella no SCV, o
transporte de Mg?* da célula hospedeira para o citoplasma bacteriano é mediado pela
proteina CorA. A concentragio equilibrada de Mg?* citosolico livre é necessaria para
a estabilidade de membranas e ribossomos e para as diversas reag¢des enzimaticas
(Groisman et al., 2013). Em Salmonella Typhimurium, promove a montagem de
ribossomos funcionais, havendo altas taxas de transcricdo de genes. Entretanto, de
forma a eliminar o patdgeno, a concentragdo de Mg?* no interior desse vacuolo é
reduzida. Na medida em que a concentracio citosolica reduz como resultado de sua
utilizacao e devido ao fato de que ha baixa concentragao desse cation fora da bactéria,
havera uma reducao no numero de ribossomos funcionais e, consequentemente, na
taxa de transcrigdo de genes (Pontes et al., 2016). A reduzida concentragdo de Mg?*
sensibiliza PhoPQ que ativara a expressao de MgtB, um transportador mais eficiente
do que CorA na captagao desse cation (Groisman et al., 2013).

Concomitantemente, o pH acido no vacuolo aumenta o gradiente de prétons
(H*) para o citosol do microrganismo através da proteina de membrana interna F1Fo
ATP sintase. Com isso, a producgéo de Trifosfato de Adenosina (ATP) eleva-se (Lee e
Groisman, 2012a). Devido a alta afinidade entre ATP e Mg?*, a concentragao citosdlica
do primeiro deve ser mantida em niveis fisioldgicos de modo a evitar que se ligue ao
pouco Mg?* disponivel, permitindo que o ultimo promova a montagem de ribossomos
funcionais para a transcrigdo génica (Pontes et al., 2016). O mecanismo para evitar
niveis de ATP citosélico acima do fisioldgico é através do bloqueio do translocamento
de H* pela ligagao da proteina MgtC a subunidade Foa da F1Fo ATP sintase. Assim,
inibe-se a sintese de ATP via subunidade F1 (Lee et al., 2013) e sua concentragao
retorna aos niveis fisioldgicos (Lee e Lee, 2015), permitindo que a bactéria se adapte,
sobreviva e se multiplique nos fagécitos (Retamal et al., 2009; Lee et al., 2014). Ao
inativar o gene phoP de Salmonella Typhimurium, a estirpe € incapaz de reduzir os
niveis de ATP por n&o transcrever o operon mgtCB (Pontes et al., 2016). Assim, parte
do pouco Mg?* presente no citosol se liga ao ATP e acumula-se subunidades
disfuncionais de ribossomos, reduzindo ribossomos funcionais. Portanto, a agao
inibitéria da producao de ATP por intermédio de MgtC é necessaria para assegurar a

disponibilidade de Mg?* disponiveis (Figura 4).
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Uma segunda fungéo de MgtC foi recentemente descrita e envolve a regulagao
do transporte de fosfato para o interior da célula (Choi et al., 2019). Essa proteina se
liga a histidina-quinase PhoR que, por sua vez, fosforila PhoB, ativando a transcrigao
de genes envolvidos com o transporte de fosfato que promovem um aumento na
quantidade de células com pouca ou baixa taxa de multiplicacdo. Nesse estudo, ao
substituir um Unico aminoacido de PhoR para impedir a ligagdo com MgtC, a estirpe
tornou-se hipervirulenta e, dessa forma, foi demonstrado que essa interagcdo é
necessaria para o curso normal da infec¢cado por Salmonella Typhimurium (Choi et al.,
2019).

Quando mgtC é deletado, a sobrevivéncia in vitro da bactéria no macréfago é
comprometida (Blanc-Potard e Groisman, 1997; Lee et al., 2013; Choi et al., 2019).
Contudo, a taxa de sobrevivéncia é similar entre as estirpes contendo a delecéo
simples do gene atpB, cuja proteina compde a subunidade a de Fo, ou dupla de atpB
e mgtC (Lee et al., 2013). Isso mostra que a patogenicidade resultante da acéo de
MgtC néo esta além da interacdo com F1Fo ATP sintase (Lee et al., 2013). Além disso,
0 knockout de atpB em Salmonella Gallinarum atenuou severamente o patdégeno
(Turner et al.,, 2003). Dessa forma, a viruléncia em funcdo desse gene é
desencadeada pela interagao inibitéria com F1Fo ATP sintase (Lee et al., 2013; Choi
et al., 2019) e se sobrepde a interagao estimulatoria realizada com PhoR (Choi et al.,
2019).

Tendo em vista que os genes de viruléncia sdo expressos em determinados
momentos, foi observado que a proteina de membrana interna CigR possui papel anti-
viruléncia fundamental no controle de MgtC na etapa inicial intramacréfago. Seu
dominio C-terminal compete com AtpB para se ligar ao MgtC e, dessa forma, previne
a acao inibitéria da ultima em F1Fo ATP sintase. Ademais, apesar de pertencer ao
mesmo mMRNA que mgtC, o gene cigR possui um promotor constitutivo e
independente. Isso permite que seja determinado um limite a ser produzido de MgtC
de modo a sobrepor CigR para que exerga suas fungdes metabolicas e de viruléncia.
Além disso, foi demonstrado que a dele¢do de cigR torna STM hipervirulenta (Yeom
et al., 2018).

Ainda que a producao de MgtC promova a sobrevivéncia intramacrofagica, seu

excesso resultaria na concentragao de ATP no interior celular abaixo do fisiologico e,
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dessa forma, prejudicaria o metabolismo basal. Para que isso ndo ocorra, o gene mgtR
€ transcrito e a proteina produzida se liga a MgtC, tornando-a alvo da agao da FtsH
(Alix e Blanc-Potard, 2008), uma protease AAA+ envolvida na degradagao de
proteinas de membrana (Ito e Akiyama, 2005). Esse processo funciona como um
feedback negativo que restringira a quantidade de MgtC quando ha pouco H* sendo
transportado para o citosol (Alix e Blanc-Potard, 2008; Retamal et al., 2009; Lee e
Groisman, 2012a). A delecao de mgtR do genoma de STM reduz ligeiramente a
sobrevivéncia no interior do macrofago (Lee e Lee, 2015) e a mortalidade de
camundongos (Alix e Blanc-Potard, 2008).

Outro fator anti-viruléncia que controla MgtC € AmgR RNA cujo promotor
localiza-se na regiao intergénica entre os genes mgtC e mgtB. No caso de amgR, o
mesmo altera os niveis de MgtC ao desestabilizar a porgao mgtC do mgtCBR mRNA
policistrénico. Quando ha delegbes simples de amgR e mgtR em Salmonella
Typhimurium, observou-se que as estirpes se tornaram hipervirulentas no primeiro
caso e, ja no segundo, manteve o perfil patogénico quando comparado com a estirpe
selvagem (Lee e Groisman, 2010).

Srikumar e colaboradores (2015) realizaram o transcriptoma de Salmonella
Typhimurium interiorizada em macréfago e constatou-se que o gene mais transcrito
da SPI-3 foi o mgtC, seguido de mgtB. Mesmo o ultimo sendo co-transcrito com mgtC,
nao ha alteragao da expresséo e das propriedades de transporte de MgtB na auséncia
de MgtC (Tao et al., 1995). A importancia da proteina MgtC pode ser validada por
meio de cultivo celular conforme conduzido por Retamal et al. (2009). Ao deletar a
SPI-3 do genoma de Salmonella Typhi foi observado que sua habilidade de sobreviver
em monocitos humanos foi prejudicada. Contudo, ao inserir um plasmidio contendo o
gene mgtC na estirpe, o fendtipo manifestado pela bactéria selvagem foi
restabelecido, demonstrando que MgtC é o principal fator de viruléncia da SPI-3
(Retamal et al., 2009). Em camundongos, foi observada a necessidade desse gene
para a patogenicidade de Salmonella Typhimurium (Blanc-Potard e Groisman, 1997;
Choi et al., 2017a) na infecgéo tardia (Lawley et al., 2006). Entretanto, a delecéo de
toda a SPI-3 de Salmonella Enteritidis ndo afetou sua patogenicidade em aves
(Rychlik et al., 2009).
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Anteriormente, foi observado por indice competitivo que STM AmgtC foi mais
afetado em camundongos Nramp1* (resistentes a doenga) do que em Nrampt-
(susceptiveis) (Alix et al., 2008). Por outro lado, MgtB nao é necessaria para a causar
infeccdo letal em camundongos Nramp1- e nem para a sobrevivéncia em células
imortalizadas J774.1 (Blanc-Potard e Groisman, 1997; Alix e Blanc-Potard, 2008), mas
sua auséncia atenua o patégeno durante a infecgdo em camundongos Nramp1* (Choi
et al., 2017a; Cunrath e Bumann, 2019). Portanto, sugere-se que Nramp reduz Mg?*
a niveis mais criticos (Cunrath e Bumann, 2019).

Ndo ha estudos demonstrando a necessidade de genes da SPI-3 para a
patogenicidade de SG. Com intuito de explorar esse tema e dar continuidade ao nosso
estudo prévio cuja delegao de phoPQ atenuou SG (Rodrigues Alves et al., 2018), foi
proposta a construgdo de um mutante de Salmonella Gallinarum com o gene mgtC
defectivo (SG AmgtC) e observar os efeitos da delegcdo sobre a patogenicidade do
biovar. Para isso, avaliou-se a capacidade de multiplicacdo da estirpe selvagem (SG)
e mutante em meio de cultivo que mimetiza aquele encontrado pela bactéria no interior
de macrofagos com relagédo ao gene mgtC. Além disso, realizou-se a infecgdo de
macrofagos primarios derivados de mondcitos do sangue periférico de galinhas e de
células semelhantes a macréfagos da linhagem HD11. Ademais, foi avaliada a taxa
de mortalidade, sinais clinicos, DL50, colonizagdo em 6rgaos e a resposta imune
envolvida no controle da infecgdo em aves susceptiveis ao tifo aviario desafiadas com

as estirpes selvagem e mutante.
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2. OBJETIVOS

21. Geral
Avaliar a importancia do gene mgtC na patogenicidade de Salmonella

Gallinarum biovar Gallinarum (SG AmgtC).

2.2. Especificos

- Construir a estirpe mutante de Salmonella Gallinarum biovar Gallinarum com
0 gene mgtC defectivo (SG AmgtC) por meio de método molecular;

- Avaliar a multiplicagdo de SG em meio limitante com o intuito de mimetizar as
agbes antimicrobianas de acidificagdo e reduzida concentragdo de magnésio (Mg?*)
presentes no ambiente intramacrofagico envolvidos com o gene mgtC;

- Avaliar a exigéncia de mgtC para SG infectar macrofagos;

- Determinar a dose letal 50 % (DL50) de SG AmgtC e de SG bem como o curso
de sua infeccado sistémica e pela sua capacidade de causar sinais clinicos e
mortalidade em aves susceptiveis;

- Avaliar a resposta imune por meio da mensuracao de LITAF e IFN-y em bago
e tonsilas cecais de aves desafiadas com SG AmgtC, comparativamente aquelas
desafiadas com a estirpe selvagem.

- Caracterizar a populagao de macréfagos e de linfocitos T CD4* e CD8* em
tonsilas cecais e figado de aves infectadas com SG AmgtC em comparagao com a

estirpe selvagem.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Instalagées experimentais

A construgdo do mutante, os experimentos in vivo, além dos estudos da
resposta imune por imunohistoquimica e RT-qPCR foram conduzidos nas instalacdes
do Laboratério de Ornitopatologia do Departamento de Patologia Veterinaria da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV/Unesp), Campus de
Jaboticabal. Ja os experimentos in vitro de multiplicagdo em meios limitantes e
infeccdo de células HD11 e de macrofagos derivados de mondcitos provenientes do
sangue periférico de galinhas foram conduzidos no Department of Veterinary and
Animal Sciences da Faculty of Health and Medical Sciences da University of

Copenhagen (Kabenhavns Universitet - KU), Dinamarca.

3.2. Estirpes bacterianas utilizadas

A estirpe Salmonella Gallinarum biovar Gallinarum str. 287/91 (SG str. 287/91)
utilizada no presente estudo foi isolada de um surto de tifo aviario em aves semi-
pesadas de postura comercial e submetida a indugao gradual in vitro para selegao de
clones resistentes ao acido nalidixico na concentragao de 100 ug/mL (Freitas Neto et
al., 2013). Seu genoma foi completamente sequenciado e encontra-se catalogado na
base de dados GenBank da plataforma online National Center of Biotechnology
Information (NCBI) sob o numero de acesso AM933173.1 (Thomson et al., 2008). A
escolha dessa estirpe em particular se deu pela conhecida patogenicidade (Freitas
Neto et al., 2013; Batista et al., 2018; Rodrigues Alves et al., 2018) e, dessa forma, foi
utilizada como controle positivo da infeccdo (SG). Além disso, forneceu a base
genética para a construgdao do mutante com o gene mgtC defectivo (SG AmgtC).

Estirpes DH5a de Escherichia coli carreando os plasmidios pKD46, pKD3 e
pCP20 foram gentilmente doadas pelo Prof. Paul Andrew Barrow da Universidade de
Nottingham — Reino Unido e s&o rotineiramente utilizadas nos trabalhos que envolvem
mutagénese sitio-dirigida desenvolvidos no Laboratério de Ornitopatologia da FCAV
(Freitas Neto et al., 2013; Lopes et al., 2016; Batista et al., 2018; Rodrigues Alves et
al., 2018; Barbosa et al., 2021).

Todos os microrganismos utilizados no presente estudo estdo acondicionados

em meio crioprotetor composto de caldo Lisogenia (LB) (BD DifcoTM, EUA — codigo
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240230) suplementado com glicerol 30 % (Merck, BR — H30402394 228) e
armazenados em ultrafreezer —80 °C (Panasonic Healthcare Co., Ltd., Japao — #CVK-
UB2I-PW) no Laboratério de Ornitopatologia do Departamento de Patologia
Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV/Unesp), Campus

de Jaboticabal.

3.2.1. Construcao da estirpe mutante
3.2.1.1. Informagoes sobre o gene-alvo e iniciadores utilizados
O genoma de SG str. 287/91 foi obtido na plataforma online NCBI (GenBank
ID: AM933173.1) e visualizado por meio do software Artemis v. 15.0.0 para Windows
(Carver et al., 2012). A partir da analise, constatou-se que as Sequéncias Codificantes
(CoDing Sequences - CDS) da SPI-3 dessa estirpe abrangem o intervalo entre as loci
tags SG3665 e SG3680 (3853468-3869567) e que a primeira CDS (SG3665)
representa o gene mgtC (3853468-3854163) (Figura 5). Esse gene € composto por
696 bases nitrogenadas (Thomson et al., 2008) e sua transcrigao promove a produgao
da proteina MgtC (NCBI protein_ID CAR39449.1; UniProt_ID: BSRG55).

4600000

Salmoneila Gallinarum 287/91
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2300000

Figura 5. Esquema representativo do genoma de SG str. 287/91 e das regides em
que estao codificados a SPI-3 (verde) e o gene mgtC (vermelho). A imagem
circular foi desenvolvida utilizando o software DNAPIotter (Carver et al.,
2009) vinculado ao Artemis v. 15.0.0.
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O desenvolvimento da estirpe mutante foi aprovado pela Comissdo Técnica
Nacional de Biosseguranga (CTNBio) por meio do Extrato de Parecer Técnico n°
7117/2020 (Diario Oficial da Unido — Secédo 1 — n° 174 de 10 de Setembro de 2020).
A construcdo do mutante foi realizada pela técnica de Lambda-Red (Datsenko e
Wanner, 2000), cujo processo de mutagénese sitio-dirigida possibilita deletar uma
regido especifica do genoma (gene-alvo) sem afetar as regides adjacentes. Para isso,
foram utilizados quatro pares de iniciadores, sendo um para confirmacao da insergéao
do plasmidio pKD46, um para mutagénese e dois para confirmagao da mutagao por
meio da técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Para a elaboragao dos
mesmos foram utilizados o software Artemis Release v. 15.0.0 para Windows (Carver
et al., 2012) e a plataforma online PrimerBLAST (Ye et al., 2012). Posteriormente, os
tamanhos dos amplicons a serem gerados durante o processo de mutagénese foram
preditos por meio do software CLC Sequence Viewer v. 6.4 (CLC Bio A/S, Aarhus,
Denmark) para Windows conforme descrito no Apéndice A.

Na primeira etapa do processo de mutagénese foi utilizado um par de
iniciadores de 20 nucleotideos (nt) cada (Tabela 1) para avaliar se houve a insergao
do plasmidio pKD46 na estirpe selvagem. Confirmando-se a insergdo, foi
demonstrado que a bactéria se tornou competente para a retirada do gene mgtC de

Seu Cromossomo.

Tabela 1. Sequéncia dos iniciadores para confirmacdo da insercao do plasmidio
pKD46 na estirpe SG str. 287/91.

Iniciador Sequéncia (5" 2 3’)

pKD46_F aactcgcgaaggcagagaaa

pKD46_R cttcggcctgtgtcagttct

Para o knockout do gene mgtC, os dois iniciadores de mutagénese (Tabela 2)
direto (mgtC_70F) e reverso (mgtC_70R) eram constituidos por 70 nt cada. Desses,
os 50 nt iniciais foram complementares as regides flanqueadoras antecessoras
(iniciador direto) e sucessoras (iniciador reverso) do CDS de mgtC. Os ultimos 20 nt

dos iniciadores foram complementares a sequéncia nucleotidica que codifica a
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resisténcia ao cloranfenicol presente no plasmidio pKD3 e ao Sitio de

Reconhecimento pela Flipase (Flippase Recognition Target — FRT).

Tabela 2. Sequéncia dos iniciadores de mutagénese.

Iniciador Sequéncia (5" 2> 3)

mgtC_70F aatttgtcgtgtgctgctaaatatagcacgtacttattcttccagaaaaagtgtaggctggagctgcttc

mgtC_70R cattccctccttatacgcctggcgtaatgtigcaattgaataaaaaactacatatgaatatcctccttag

*Os primeiros 50 nt sdo complementares aos primeiros 50 pb que antecedem (mgtC_70F) ou sucedem
(mgtC_70R) o gene mgtC. Ja os ultimos 20 nt (negrito) referem-se aos 20 pb responsaveis pela
amplificagdo da Sequéncia Codificante (CDS) do antibidtico e do sitio FRT no plasmidio.

Ja os iniciadores de confirmag&o da mutagédo possuiam 20 nt cada (Tabela 3).
Um dos pares tinha como alvos as sequéncias nucleotidicas complementares
antecessoras (mgtC_F) e sucessoras (mgtC_R) do gene. Diferentemente dos 50 pb
dos iniciadores de mutagénese, a regiao de anelamento desse par de iniciadores de
confirmag&o ndo é imediata ao gene-alvo. Também foram utilizados os iniciadores
direto (C1) e reverso (C2) que se anelam a sequéncia interna do CDS do gene que

confere resisténcia ao cloranfenicol, amplificando-o parcialmente.

Tabela 3. Sequéncia dos iniciadores para confirmac&o da mutacéo.
Iniciador | Sequéncia (5 >3°) Referéncia

mgtC_F* | agcaatctccccttgtgacg
Presente estudo
mgtC_R** | tgtctcctccgggcetatgaa

C1 | ttatacgcaaggcgacaagg
Datsenko e Wanner (2000)
C2 | gatcttccgtcacaggtagg

*Se anela na posigao 3853281-3853300 do genoma de SG str. 287/91
**Se anela na posicao 3854480-3854499 do genoma de SG str. 287/91

3.2.1.2. Extragcao do DNA cromossoémico de SG str. 287/91
Foram realizadas diversas Reagdes em Cadeia da Polimerase (Polimerase
Chain Reaction — PCR) ao longo do processo de mutagénese. Para isso, o material
genético das estirpes selvagem e mutante de SG foi extraido conforme metodologia
descrita por Marmur (1961), com modificagdes. A composi¢cao do Tampao de Lise (TL)

utilizado segue abaixo na Tabela 4.
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Tabela 4. Composicdo do Tampao de Lise (TL) utilizado para extrair o DNA
cromossOmico das estirpes de SG.

Reagente Concentragao Fabricante
Tris-HCI (pH 8) 100 mM Sigma-Aldrich, EUA — cédigo T3253-250G
EDTA (pH 8) 50 mM Sigma-Aldrich, EUA — cédigo E-5134
NaCl 100 mM Sigma-Aldrich, EUA — cédigo 59638-500G
SDS 0,5 % (m/v) Sigma-Aldrich, EUA — cédigo 436143-25G

* O TL foi conservado a 4 °C e, previamente ao seu uso, foi aquecido em microondas até a solugao
tornar-se cristalina.

No dia anterior ao procedimento de extracdo, a bactéria foi cultivada em 10 mL
de LB a 37 °C por 18 horas sob agitagdo constante de 150 rotagdes por minuto (rpm).
Apods o periodo de incubacao, foi aliquotado 1 mL da cultura, em duplicata, em
microtubos de 2 mL e centrifugados a 9659 x g por 5 minutos (Minicentrifuga
MiniSpin®, Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha). O sobrenadante de cada tubo foi
descartado e os sedimentos ressuspendidos em 700 uL de TL apés homogeneizagéo
em agitador vortex. Os microtubos foram colocados em termobloco (VHD, BR)
previamente aquecido a 65 °C. Em intervalos de 15 minutos, os microtubos eram
agitados vagarosamente por inversdo. Ao final de 1 hora de incubacado, as amostras
foram esfriadas em temperatura ambiente por 20 minutos. Posteriormente, 350 uL de
acetato de potassio (Synth, BR — Codigo A1012.01.A1, Brasil) (56 M, pH 8) a 4 °C foi
adicionado em cada microtubo e o conteudo foi agitado suavemente até obter-se um
preciptado de proteinas em forma de coagulo de aspecto leitoso. Por conseguinte, os
microtubos foram imersos em gelo triturado por 30 minutos, sendo homogeneizados
somente uma vez durante esse periodo. Ao final, foram adicionados 700 pL de
solucao de cloroférmio (Synth, BR — Cddigo C1062.01.B3, Brasil) e alcool isoamilico
(Synth, BR — Codigo A1074.01.B3, Brasil) a 4 °C na proporgao de 24:1 e os microtubos
foram agitados por inversao por 5 minutos. As amostras foram centrifugadas a 9659
x g por 10 minutos e a mistura ficou dividida em trés fases. Dessa forma, foi transferido
somente o sobrenadante (primeira fase) para novo microtubo estéril de 2 mL.
Posteriormente, adicionou-se 1 mL de etanol absoluto (Synth, BR — Cédigo 31380,
Brasil) a 4 °C e as amostras foram agitadas vagarosamente por inversao por 10 vezes.

Ao término, os microtubos foram acondicionados overnight (ON) em freezer a -20 °C.
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No dia seguinte, as amostras foram colocadas sob temperatura ambiente, invertidas
suavemente por cinco vezes e centrifugadas a 9659 x g por 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado e 1 mL de etanol 70 % (v/v) foi adicionado.
Imediatamente, os microtubos foram submetidos as mesmas condigdes de
centrifugagdo e o sobrenadante foi descartado. Os sedimentos foram secos em
termoboloco previamente aquecido a 37 °C por 30 minutos, aproximadamente. As
amostras de DNA purificadas foram eluidas em 50 pyL de agua ultrapura (Sigma-
Aldrich, EUA - codigo W4502-1L) e, posteriormente, acondicionadas overnight a 4 °C.
Ao término, a qualidade nas relagdes 260/230 e 260/280 e a quantidade (ng/pL) de
DNA cromossomal foram mensuradas por meio de espectofotometria (DeNovix DS-

11 + Spectrophotometer, DeNovix, EUA).

3.2.1.3. Extragao e purificacao de plasmidios

Os plasmidios purificados e suas fungdes no processo de mutagénese, além
dos antibidticos utilizados nos meios de cultivo, estdo descritos na Tabela 5. As
estirpes DH5a de Escherichia coli contendo cada um dos plasmidios utilizados foram
retiradas do ultrafreezer -80 °C e, com auxilio de uma alg¢a bacterioldgica estéril, foram
semeadas na superficie de agar de lisogenia (LA) (BD DifcoTM, EUA — cédigo 240110)
contendo o antibiético apropriado. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa
bacteriologica (SOC. FABBE LTDA, BR) por 24 horas a 28 °C. Posteriormente, uma
colénia isolada foi tocada por alga bacterioldgica estéril e transferida para 20 mL de
LB contendo o antibidtico apropriado. As amostras foram realizadas em ftriplicata e
incubadas por 16 horas a 28 °C sob 150 rpm em estufa bacteriolégica (Cientec, BR —
modelo CT-712).

Tabela 5. Caracteristicas dos plasmidios utilizados no processo de mutagénese e a
suplementacao de antibidticos em meios liquidos e sdlidos para cultivo de
microrganismos contendo o plasmidio de interesse.

. Resisténcia / Fungao na Antibiético
Plasmidio - C . = .
mutagénese Principio ativo | Concentragdo | Fabricante

Amp" / Contém genes constituintes -

PKD46 do sistema de recombinagao A Red. Ampicilina 100 pg /' mL EMS
Amp' e Cf"/ Molde para construcao ) Neo-

PKD3 | 4o cassete de recombinacéo Cloranfenicol 20 ug / mL Quimica

0CP20 it:\rpp e Cf"/ Codifica a recombinase Ampicilina 100 pg / mL EMS

*Amp": Resistente a ampicilina; Cf": Resistente ao cloranfenicol
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No dia seguinte, 1 mL de cada cultura foi transferida para microtubos estéreis
de 2 mL, os quais foram centrifugados por 3 minutos a 11336 x g (Minicentrifuga
MiniSpin®, Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha). O sobrenadante foi descartado,
mais 1 mL da cultura overnight foi acrescida e o sedimento ressuspendido com
agitador vortex. O processo foi repetido até que 5 mL da cultura tenham sido
transferidos e centrifugados. Apds a Uultima centrifugagdo, o sobrenadante foi
descartado e as amostras foram submetidas ao processo de extragao e purificagéo
plasmidial do Q/Aprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, AL — codigo 27104), seguindo as
instrucdes do fabricante com modificacbes. A eluicdo dos plasmidios ao final da
purificacdo foi realizada em 50 uL de agua ultrapura (Sigma-Aldrich, EUA — cédigo
W4502-1L) ao invés do tampao EB. As amostras foram armazenadas a -20 °C por 24
horas e, posteriormente, a qualidade nas relagdes 260/230 e 260/280 e a quantidade
(ng/uL) de material plasmidial foram mensuradas por meio de espectofotometria
(DeNovix DS-11+ Spectrophotometer, DeNovix, EUA).

3.2.1.4. Mutagénese sitio-dirigida pela técnica de Lambda-Red
O processo de mutagénese sitio-dirigida pela técnica de Lambda-Red
desenvolvido por Datsenko e Wanner (2000) é dividido basicamente em trés etapas:
1) tornar a bactéria competente para o procedimento, 2) substituicdo do gene-alvo
pelo cassete de resisténcia e 3) retirada do cassete de resisténcia do genoma

bacteriano.

3.2.1.4.1. Tornando SG str. 287/91 competente: inser¢do do plasmidio
pKD46

3.2.1.4.1.1. Preparo da bactéria receptora

A cultura de SG str. 287/91 foi retirada do ultrafreezer a -80 °C, semeada na
superficie de LA com auxilio de uma alca bacteriolégica estéril e a placa foi incubada
a 37 °C por 24 horas em estufa bacterioldgica. No dia seguinte, uma coldnia isolada
foi selecionada e transferida para 10 mL de LB por meio de uma alga bacteriolégica
estéril que, por sua vez, foi incubado a 37 °C por 16 horas sob agitagao constante de
150 rpm. Apds o periodo de incubagao, 500 uL do cultivo foram transferidos para 20

mL de LB estéril em tubo de propileno tipo Falcon de 50 mL. A cultura foi incubada a
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37 °C por 5 horas a 150 rpm. Posteriormente, a mesma foi centrifugada a 4000 x g
por 10 minutos em centrifuga refrigerada a 4 °C (Ultracentrifuga Sorvall® Legend Mach
1.6R). O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em 30 mL de
agua ultrapura Tipo | (Milli-Q® Direct 8 Water Purification System, Merck Millipore,
Franca) gelada suplementada com Glicerina 10 % (Glicerina P.A.- A.C.S., Synth,
Brasil). O procedimento foi repetido por trés vezes e, apds a ultima centrifugagao, o
sedimento foi ressuspendido em 200 pL de agua ultrapura (Sigma-Aldrich, EUA —
cédigo W4502-1L). A amostra foi armazenada em gelo até o momento da

eletroporagao.

3.2.1.4.1.2. Eletroporacao do plasmidio pKD46

A eletroporacéo foi realizada por meio do equipamento MicroPulser™ (Bio-Rad,
EUA). Para isso, 25 L da suspensao de SG str. 287/91 foram adicionados a 10 pL
de uma aliquota do plasmidio pKD46, homogeneizado e a mistura foi transferida para
uma cubeta de 2 mm (Bio-Rad, EUA — codigo #1652086) previamente resfriada
overnight a -20 °C. Foi utilizado o programa Ec2 do equipamento, cuja carga elétrica
e de 2,5 kV (E = 12,5 kV/cm). Imediatamente apds o pulso elétrico, 1,5 mL de LB
estéril foi transferido para a cubeta por meio de uma pipeta de Pasteur e o conteudo
foi homogeneizado. Logo em seguida, a mistura foi transferida para um microtubo de
2 mL e incubada em estufa bacterioldgica a 28 °C por 1h30 a 175 rpm. Posteriormente,
a amostra foi centrifugada a 11336 x g (Minicentrifuga MiniSpin®, Eppendorf AG,
Hamburgo, Alemanha) por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspendido em 100 uL de LB estéril. Dessa forma, o volume final foi dividido em
duas aliquotas, uma de 90 pL e outra de 10 pL. Ambas foram gotejadas
individualmente em LA contendo 100 pg/mL de ampicilina (EMS, BR — Ampicilina
comprimidos 500 mg) e espalhados com auxilio de alga de Drigalski estéril.
Concomitantemente, a suspensao de SG str. 287/91 prévia a eletroporagéo foi
estriada em uma terceira placa contendo o mesmo antibiético, constituindo o controle
negativo da etapa. As placas foram incubadas a 28 °C por 24 horas. Oito colénias
foram selecionadas e estriadas em LA contendo 100 ug/mL de ampicilina e incubadas

nas mesmas condigdes anteriores.
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3.2.1.4.1.3. Teste de rugosidade

No dia seguinte a eletroporacgao, os clones estriados em LA foram submetidos
ao teste de rugosidade de modo a selecionar somente bactérias lisas, uma vez que
nao ha adesao do bacteridéfago a superficie das rugosas na etapa de transducédo. Para
isso, 30 uL de acriflavina 1:500 (Sigma-Aldrich, EUA — A8126) foram depositados na
superficie de uma lamina para microscopia e, por meio de uma alga bacteriolégica
estéril, um conjunto de colénias foi transferido e diluido na solugao. Paralelamente, os
clones também foram testados em 30 pL de solugéo salina (2 %) do mesmo modo
como foi realizado com a acriflavina. Aqueles em que nao foi observada a aglutinagéo
em ambas as solugdes foram considerados lisos e, assim, estriados por esgotamento

em LA sem antibotico com posterior incubacgao a 28 °C por 24 horas.

3.2.1.4.1.4. Confirmagao da insercao do plasmidio pKD46 por método
molecular
A confirmacao da insercdo do plasmidio pKD46 foi realizada pela técnica de
colony-PCR e utilizou-se os iniciadores pKD46_F e pKD46_R descritos no item
3.2.1.1. Para isso, uma colbnia isolada da placa de LA sem antibiético foi levemente
tocada com uma ponteira estéril de 10 yL para, entdo, ser transferida para um
microtubo contendo os reagentes da reagao, conforme descrito na Tabela 6. O
programa utilizado no termociclador convencional (MyCicler — Bio-Rad, EUA) segue

abaixo na Tabela 7.

Tabela 6. Reagentes utilizados para confirmagao da insergcao do plasmidio pKD46 em
SG str. 287/91.

Reagente Quantidade Fabricante
Agua Ultrapura (q.s.p.) 15 uL Sigma-Aldrich
5x FIREPol® Master Mix com 12,5 mM MgCl: 4 uL Solis BioDyne
pKD46_F (100 uM) 0,5 uL InVitrogen
pKD46_R (100 uM) 0,5 L InVitrogen
DNA Colbnia -
Volume total da reagao 20 uL -
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Tabela 7. Condic¢des de ciclagem utilizada no termociclador para confirmar a insergéo

do plasmidio pKD46 em SG str. 287/91.

Aquecimento | Desnaturagao | Anelamento Extensao Elo;;gzlgao Resfriamento
Temperatura 94°C 94°C 53°C 72°C 72°C 4°C
Periodo 3 minutos 1 minuto 30 segundos 30 segundos | 5 minutos
Ciclos 1 30 1 0

Apds a reagdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose (Consort E863, 600 V, 250 mA, cuba Horizon 11-14 CE, Life Technology).
Para o preparo do gel, a agarose (Sigma-Aldrich, EUA, A9539) foi diluida sob
aquecimento em microondas na proporgao de 1,5 % em 30 mL de solugdo tampao
TAE (4,84 g de TRIS base, 1 mL de acido acético glacial, 2 mL de EDTA 0,5 M e H20
g.s.p. 1000 mL, pH 8,0) e, ap6s ligeiro resfriamento, foi adicionado 3 yL do intercalante
SYBR Safe™ DNA Gel Stain (ThermoFisher Scientific, EUA, S33102). Primeiramente,
5 L das mesmas foram individualmente homogeneizadas em 1 pL de solugédo de
carreamento (6X DNA Loading Dye Solution, ThermoFisher Scientific, EUA, Cdodigo
R0611) para entdo serem adicionadas aos pog¢os. Foi utilizado separadamente 4 pL
de marcador de tamanho molecular (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen™, EUA) para
determinar o tamanho dos fragmentos. Em seguida, as amostras foram submetidas a
uma corrente elétrica de 60 V por 1 hora. Ao término, o gel de agarose foi fotografado
sob luz ultravioleta no aparelho Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad Laboratories, EUA)
para visualizagdo do amplicon, cujo tamanho molecular aproximado € de 332 pb. As
culturas lisas contendo a insercdo do plasmidio pKD46 confirmado por PCR foram
armazenadas a -80 °C em meio criopotetor suplementado com 100 ug/mL de

ampicilina conforme descrito no item 3.2.

3.2.1.4.2. Delegao do gene mgtC de SG str. 287/91
3.2.1.4.2.1. Amplificagao e purificacao do fragmento linear de mutagénese
Para a amplificagdo do fragmento linear que substituiu o gene mgtC do
cromossomo de SG287/91 foi realizada uma PCR de volume total de 250 uL dividido

igualmente em 5 microtubos. As sequéncias dos iniciadores utilizados estao descritas
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no item 3.2.1.1 e os reagentes da PCR estao detalhados na Tabela 8. Ja o protocolo

utilizado no termociclador esta descrito na Tabela 9.

Tabela 8. Reagentes utilizados para amplificagdo do fragmento linear do cassete de
resisténcia ao cloranfenicol presente no plasmidio pKD3 com inser¢ao da
regido adjacente do gene mgtC.

Reagente Quantidade (1x) Fabricante
Agua Ultrapura (q.s.p.) 41 uL Sigma-Aldrich
AccuTaq LA Buffer (10x) + MgCl2 (25 mM) 5uL Sigma-Aldrich
dNTP (10 mM) 1uL InVitrogen
mgtC_70F (50 pM) 0,5 uL InVitrogen
mgtC_70R (50 pM) 0,5 uL InVitrogen
pKD3 1L -

Taq Polimerase (5U/pL) 1uL Fermentas
Volume total da reagao 50 pL -

*Ao todo foram utilizados 5 microtubos de 50 pL da reagcdo em cada.

Tabela 9. Condigdes de ciclagem no termociclador para confirmar a amplificagao do
fragmento linear do cassete de resisténcia ao cloranfenicol presente no
plasmidio pKD3 contendo a regido adjacente do gene mgtC.

Aquecimento | Desnaturagao | Anelamento Extensao Elo;;gglgao Resfriamento
Temperatura 94°C 94°C 65°C 72°C 72°C 4°C
. . 120 seg . .
Periodo 3 min 30 seg 30 seg (+ 5seg/ciclo) 7 min 30 min
Ciclos 1 35 1 L)

Apos a amplificacdo do produto, os 50 pL de cada reagao foram
acondicionados em um unico microtubo. A confirmagdo da amplificagdo da regido-
alvo foi realizada em gel de agarose a 1,5 % sob 60 volts por 1 hora. O marcador de
tamanho molecular utilizado foi o 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen™, EUA). O
tamanho molecular esperado do amplicon predito in silico foi préximo a 1114 Kb.

No mesmo dia foi realizada a precipitacdo do produto amplificado com o
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, AL — cédigo 27104) seguindo as instru¢des do
fabricante, conforme citado anteriormente no item 3.2.1.3. Contudo, a amostra final foi
eluida em 20 pL de agua ultrapura (Sigma-Aldrich, EUA — codigo W4502-1L).

Posteriormente, o produto foi purificado por meio do Silica Bead DNA Gel Extraction
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Kit (Fermentas, ThermoFisher, USA — K0513), segundo as recomendagdes do
fabricante. A amostra foi ressuspendida em 20 uL de agua ultrapura (Sigma-Aldrich,

EUA — codigo W4502-1L) e armazenada a -20 °C até a eletroporacéo da mesma.

3.2.1.4.2.2. Substituicao do gene mgtC pelo cassete de resisténcia ao

cloranfenicol

A cultura de SG str. 287/91 contendo o plasmidio pKD46 armazenada em
ultrafreezer a -80 °C foi inoculada em 10 mL de LB suplementado com 100 yg/mL de
ampicilina que, por sua vez, foi incubado a 28 °C por 16 horas sob agitagéo constante
de 150 rpm. No dia seguinte, 500 uL da cultura foram transferidos para 20 mL de LB
estéril contendo 100 ug/mL de ampicilina e 5 mL de L-arabinose 1 M. Em seguida, a
amostra foi incubada nas mesmas condi¢des anteriores por 5 horas. Trinta minutos
antes do término do periodo de incubagao foram adicionados a amostra mais 5 mL de
L-arabinose 1 M. Posteriormente, a mesma foi centrifugada a 4000 x g por 10 minutos
em centrifuga refrigerada a 4 °C (Ultracentrifuga Sorvall® Legend Mach 1.6R). O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 30 mL de agua
ultrapura Tipo | (Milli-Q® Direct 8 Water Purification System, Merck Millipore, Franga)
gelada suplementada com Glicerina 10 % (Glicerina P.A.- A.C.S., Synth, Brasil). O
procedimento foi repetido por trés vezes e, apds a ultima centrifugagao, o sedimento
foi ressuspendido em 200 pL de agua ultrapura (Sigma-Aldrich, EUA — codigo W4502-
1L). A amostra foi armazenada em gelo até o momento da eletroporacéo.

A etapa da eletroporagcéo seguiu o descrito no item 3.2.1.4.1.2 utilizando o
produto amplificado purificado (item 3.2.1.4.2.1). Entretanto, apds a eletroporagao
foram utilizadas duas placas de LA contendo cloranfenicol na concentragcdo de 20
pMg/mL (Neo-Quimica, BR — Neo Fenicol comprimidos 500 mg). Em uma foram
gotejados 10 uL e em outra 90 uL da cultura eletroporada. Em uma placa contendo
ampicilina (100 pug/mL) foi estriada a cultura prévia a eletroporacéo (SG str. 287/91
contendo o plasmidio pKD46) como controle negativo da etapa. Todas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas.

Oito coldnias provenientes das placas de LA contendo cloranfenicol foram
selecionadas e estriadas em novas placas contendo o mesmo antibiético e incubadas

nas mesmas condi¢cdes anteriormente descritas. As col6nias foram submetidas ao
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teste de rugosidade conforme descrito no item 3.2.1.4.1.3. O material genético
bacteriano proveniente das colbnias lisas foi extraido seguindo a metodologia

detalhada no item 3.2.1.2 para, assim, realizar a confirmag¢ao da mutagao por PCR.

3.2.1.4.2.3. Confirmagao da mutagao por Reagdao em Cadeia da Polimerase

Para a selecéo de estirpes mutantes cuja substituicdo do fragmento linear do
cassete de resisténcia ao cloranfenicol possa ter ocorrido, foi realizada uma PCR
utilizando os iniciadores de checagem mgtC F e mgtC_R (Tabela 10) conforme
detalhados no item 3.2.1.1. O programa amplificacdo utilizado no termociclador foi
composto pela fase de aquecimento em um unico ciclo (94 °C/ 3 min); 25 ciclos
contendo a desnaturacédo (94 °C/ 40 segundos), anelamento (55 °C/ 1 minuto) e
extensédo (72 °C/ 1 minuto); e um unico ciclo de extensao final a 72 °C por 7 minutos.
Apés a reacao, 5 UL de cada amostra foram homogeneizados em 1 L de intercalante
1:500 (GelRed® Nucleic Acid Gel Stain, Biotium, EUA, codigo - 41003) preparado e
em 1 uL de solucao de carreamento (6x Gel Loading Dye, Sinapse Inc, Brasil - codigo
M9041). Em seguida, as amostras foram transferidas para os pogos presentes no gel
de agarose 1,5 % e submetidas a corrente elétrica de 60 volts por 1 hora. O marcador
de tamanho molecular utilizado foi o GeneRuler™ 1 Kb DNA Ladder (ThermoFisher
Scientific, EUA, cédigo - SM0311).

Tabela 10. Reagentes utilizados para confirmagao da substituicdo do gene mgtC pelo
cassete de resisténcia ao cloranfenicol.

Reagente Quantidade Fabricante
Agua Ultrapura (q.s.p.) 14 pL Sigma-Aldrich
Taq DNA Polimerase Buffer (10X) 2,5l Fermentas
MgClz (50 mM) 1L InVitrogen
dNTP (10 mM) 1 mM InVitrogen
mgtC_F (50 uM) 1uL InVitrogen
mgtC_R (50 pM) 1uL InVitrogen
DNA 1L -

Taq Polimerase (5U/uL) 0,5 uL Fermentas
Volume total da reagao 25 pL -
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Posteriormente, as possiveis colbénias mutantes foram entdo submetidas a PCR
confirmatdria final (Tabela 11). Para essa reagao, foram utilizados os iniciadores
mgtC _F e mgtC R (vide item 3.2.1.1) de modo a delimitar uma regiao flanqueadora
de 1219 pb ao gene mgtC (696 pb). Além disso, os iniciadores mgtC_F e mgtC_R
foram combinados com os iniciadores internos (C1 e C2) a CDS do cassete de
resisténcia ao cloranfenicol para verificar a presenga do gendétipo de resisténcia.
Dessa forma, foram realizadas trés reagdes em paralelo com as seguintes
combinagdes dos iniciadores: 1) mgtC_F e mgtC_R, 2) mgtC_F e C1 e 3) mgtC_R e
Cc2.

Tabela 11. Reagentes utilizados para a PCR confirmatéria da delecdo do gene mgtC
do genoma de SG str. 287/91.

Reagente Quantidade Fabricante
Agua Ultrapura (q.s.p.) 14 uL Sigma-Aldrich
5x FIREPol® Master Mix com 12,5 mM MgCl: 4 uL Solis BioDyne
Iniciador 1 (50 yM)* 0,5uL InVitrogen
Iniciador 2 (50 yM)* 0,5 uL InVitrogen
DNA (SG str. 287/91 ou SG AmgtC ou Agua ultrapura) 1L -
Volume total da reagao 20 pL -

*Combinagdes dos iniciadores 1 e 2: 1) mgtC_F x mgtC_R, 2) mgtC_F x C1, e 3) mgtC_R x C2.

A eletroforese seguiu os parametros e reagentes descritos acima com exceg¢ao
do marcador de tamanho molecular utilizado (100 bp Ladder Plus, Ready-to-use,
Sinapse Inc, Brasil, cédigo — M1071). Os tamanhos moleculares dos amplicons
gerados foram preditos conforme descrito no Apéndice A e estdo detalhados na
Tabela 12. Apds confirmacado da presenca do cassete de resisténcia, a bactéria foi

armazenada em freezer —80 °C até o seu uso.

Tabela 12. Combinacé&o dos iniciadores utilizados na PCR de verificagao e o tamanho
molecular em pares de base (pb) dos fragmentos preditos in silico.

Combinagao de SG str. 287/91 SG AmgtC com a CDS SG AmgtC sem a CDS

iniciadores do antibiético do antibiético
mgtC_F + mgtC R 1219 pb 1523 pb 523 pb
mgtC_F + C1 - 297 pb -

mgtC_R + C2 - 489 pb -
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3.2.1.4.2.4. Transdugao da estirpe mutante

A fim de evitar a recombinagdo do fragmento de DNA em outras regides do
cromossomo bacteriano além da regido-alvo, foi realizada a técnica de transdugao por
meio do bacteriéfago @P22 (Wing, 1968; Sambrook e Russel, 2001). O processo de
transducao € mais eficiente quando se utiliza mais de 10° Unidades Formadoras de
Placas por mililitro (UFP/mL) do bacteriofago @P22. Dessa forma, a primeira etapa
envolve a contagem desse virus em SG selvagem. Para isso, uma col6nia de SG
previamente cultivada (Dia 0) em LA a 37 °C por 24 horas foi inoculada em 10 mL de
LB e incubada a 37 °C por 24 horas sob agitagdo de 150 rpm (Dia 1). Na manha
seguinte (Dia 2), 100 uL da cultura overnight foram transferidos para frasco
Erlenmeyer de 250 mL contendo 10 mL de LB estéril. A amostra foi incubada a 37 °C
por 8 horas sob agitagao constante de 150 rpm. Apos esse periodo, 1 mL de solugao
de bacteriéfago IP22 armazenado a 4 °C foi transferido para a cultura de SG e
incubada nas mesmas condicbes anteriores pelo periodo de 18 horas. A cultura
overnight (Dia 3) foi centrifugada a 4000 x g por 20 minutos a 4 °C (Ultracentrifuga
Sorvall® Legend Mach 1.6R) e o sobrenadante filtrado através de um filtro de 0,45 um
(Chormafil® PES, Macherey-Nagel, AL — codigo 729241) acoplado em seringa de 10
mL (Becton, Dickinson e Companhia, BR). Paralelamente, 100 uyL da cultura
bacteriana do dia 1 foram homogeneizados em 900 uL de PBS e posteriormente,
espalhados sob a superficie de todo o agar LA por meio de alga de Drigalski estéril,
esperando-se sua completa secagem. Logo em seguida, foram realizadas dilui¢des
seriadas decimais do bacteriofago em PBS até 10 e 50 yL de cada foram gotejados
sob a camada de SG presente na superficie do agar LA. A placa foi incubada a 37 °C
por 8 horas. Ao término, pontos de lise na superficie do agar foram contados e, dessa
forma, foi estimado o numero de UFP/mL do bacteriofago.

Ainda no Dia 3, uma colbnia da estirpe mutante (doadora) previamente
cultivada em LA a 37 °C por 24 horas foi inoculada em 10 mL de LB e incubada a 37
°C por 18 horas sob agitagcdo de 150 rpom. No dia seguinte (Dia 4), foi realizada a
diluicdo seriada decimal da cultura e 100 pL de cada foi depositada na superficie de
LA. A placa foi incubada a 37 °C por 24 horas para proceder a contagem de UFC/mL
da estirpe doadora. Paralelamente, 100 uL da bactéria doadora cultivada em LB,

previamente estocada a 4 °C, foram transferidos para 10 mL de LB estéril em frasco
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Erlenmeyer de 250 mL. O cultivo da estirpe foi a 37 °C por 18 horas sob agitacédo de
150 rpm. Na manha do Dia 5, foi realizada a contagem de UFC/mL em LA e a cultura
em LB foi retirada da estufa e acondicionada a 4 °C até o final do dia, momento em
que foi adicionado 0,03 @P22 por UFC de bactérias (JP22/UFC).
Concomitantemente, uma colbnia da estirpe selvagem (receptora) cultivada em LA foi
inoculada em 10 mL de LB nas mesmas condicdes que a estirpe doadora. Os cultivos
foram incubados a 37 °C por 18 horas em agitagcao de 150 rpm.

No dia seguinte (Dia 6), a cultura contendo o fago e a doadora foi centrifugado
a 4000 x g por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi filtrado através de um filtro de
0,45 pm acoplado em uma seringa de 10 mL e a solugédo final contendo os
bacteriéfagos foi acondicionado a 4 °C. Foram realizadas as contagens do virus em
placas contendo LA com cultura de SG str. 287/91 espalhada em sua superficie
conforme descrito anteriormente no Dia 3 e da cultura overnight da receptora em LA
seguindo a metodologia descrita no Dia 4. Na manha do Dia 7 foram obtidos os valores
de UFC/mL da receptora e UFP/mL do bacteriéfago. Com isso, a cultura de SG str.
287/91 foi concentrada em 10 vezes por meio de centrifugagdo a 4000 x g por 20
minutos a 4 °C e o ressuspensio do precipitado em 1 mL de LB. Foi adicionado o
bacteriéfago anteriormente recuperado a cultura na proporgéo de 0,8 @P22 para 1 da
receptora e, em seguida, o microtubo foi incubado estaticamente a 37 °C por 30
minutos. Apds o periodo de incubacgao, o cultivo foi espalhado com auxilio de alga de
Drigalski nas quantidades de 100 uL, 200 yL e 700 pyL em trés placas contendo LA
suplementado com cloranfenicol na concentragao de 20 ug/mL. Posteriormente, foram
incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24 horas.

No Dia 8, oito col6nias sugestivas foram selecionadas e semeadas por meio de
alga bacteriologica estéril em placas contendo LA com cloranfenicol (20 pg/mL) e
incubadas nas mesmas condi¢des anteriormente descritas. Os clones obtidos nessas
placas foram sucessivamente semeados apds incubacgao por cinco dias até que a
infeccdo pelo bacteridfago fosse eliminada. A presenca ou auséncia do virus eram
confirmadas em colbénias cujas bordas estavam irregulares ou quando as mesmas
readquiriam sua morfologia arredondada, respectivamente. A rugosidade dos clones
puros sugestivos seguiu a metodologia descrita no item 3.2.1.4.1.3. Posteriormente,

os DNA bacterianos das colbnias lisas foram extraidos (item 3.2.1.2) para realizar as
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PCRs confirmatorias cujos reagentes estdo detalhados nas Tabelas 10 e 11. A
eletroforese foi realizada conforme descrita no item 3.2.1.4.1.4. Ap6s confirmacao,
uma colénia foi selecionada e semeada em LA sem antibiético. A placa foi incubada a
37 °C por 24 horas e todas as colbnias bacterianas emergentes foram transferidas

para meio crioprotetor (item 3.2) e posteriormente estocado em freezer a —80 °C.

3.2.1.4.2.5. Eliminagao do marcador de resisténcia ao antimicrobiano

Para retirar o cassete de resisténcia ao cloranfenicol inserido no genoma de
SG str. 287/91 em substituicdo ao gene mgtC, foi utilizado o plasmidio termossensivel
pCP20. Para isso, a estirpe armazenada ap6s a transducéo foi cultivada em 10 mL de
LB a 37 °C por 18 horas sob agitacdo constante de 150 rpm. Posteriormente,
procedeu-se a introducéo do plasmidio pCP20 na bactéria por meio de eletroporacao
conforme descrita no item 3.2.1.4.1.2 e confirmacéo do fendtipo lisa da bactéria por
meio do teste de rugosidade (item 3.2.1.4.1.3). Os clones sugestivos lisos foram
inoculados em 10 mL de LB e incubados a 40 °C a 175 rpm. Pelo inicio da manha e
ao término da tarde, 100 pL da cultura eram transferidos para 10 mL de LB estéril.
Apds a ultima transferéncia do dia, cada cultura foi semeada em trés diferentes placas:
LA puro, LA suplementado com ampicilina (100 ug/mL) e LA com cloranfenicol (20
Mg/mL). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Esses processos de cultivo
em caldo e em agar nutriente foram realizados repetidamente ao longo de sete dias.
No momento em que houve crescimento de colénias somente na superficie do LA
puro, suspeitou-se da retirada do plasmidio pCP20 e do marcador de resisténcia
devido a auséncia de colbnias no agar suplementado com ampicilina e cloranfenicol,
respectivamente.

Uma colbnia isolada em LA puro foi transferida para 10 mL de LB estéril e
incubada a 40 °C por 24 horas a 150 rpm. Posteriormente, a cultura foi semeada em
LA sem a adicao de antibidticos e incubada a 37 °C por 24 horas. O mutante final foi
verificado quanto a rugosidade (item 3.2.1.4.1.3) e confirmado por PCR (item
3.2.1.4.2.3). Dessa forma, foi obtida a estirpe de SG str. 287/91 contendo a delec¢ao
do gene mgtC (SG AmgtC). Os clones positivos foram armazenados em meio

crioprotetor (item 3.2) a —80 °C até o momento de seu uso. A estirpe foi cadastrada
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junto ao Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético (SisGen) sob o n°
A835C00.

3.3. Experimentos in vitro
3.3.1. Multiplicagao bacteriana em meios limitantes

Para elucidar o papel de mgtC em Salmonella Gallinarum em resposta ao
ambiente intramacrofagico mimetizado pela privagdo do magnésio e ao baixo pH, as
estirpes SG e SG AmgtC foram inoculadas em meio minimo essencial M9
suplementado com 10 mM MgSO4 em pH 7.0 (M9-7) ou com 10 yM MgSO4 em pH
5.0 (M9-5) conforme Moncrief e Maguire (1998) e Retamal et al. (2009). Triptona foi
adicionada devido ao perfil auxotréfico de SG (Batista et al., 2018). Primeiramente,
foram preparados 200 mL de solucdo-estoque de caldo M9 quintuplamente
concentrado (5x) e diluido conforme necessidade de uso (Tabela 13). Ademais,

ambas estirpes foram multiplicadas em LB com pH 7 (LB-7) ou pH 5 (LB-5).

Tabela 13. Reagentes utilizados para preparar o meio minimo essencial M9 com
diferentes concentragdes de Mg?* e niveis de pH.

Reagentes Concentragao Cédigo (Fabricante)
Na:HPO4 42 mM S5136-500G (Sigma-Aldrich)
Mix M9 KH2PO4 22 mM 7778-77-0 (Merck)
Autoclavado NaCl 8,5 mM S9625-1KG (Sigma-Aldrich)
NH4CI 18,6 mM 09718-250G (Sigma-Aldrich)
CaCl2.2H:0 0,1 mM 1.02382.0500 (Merck)
Outros reagentes MgSO4 10 mM ou 10 uM M7506-1kg (Merck)
Filtrados com 0,22 ym Triptona 0,5 % LP0042 (Oxoid)
Glicose 20 % 0,2 % G8270 (Sigma-Aldrich)

Ambos os caldos M9 suplementados com 10 mM ou 10 yM de Mg?* tiveram
seus pHs ajustados para 7 e 5, respectivamente. Paralelamente, os pHs de duas
aliquotas de LB foram ajustados para os mesmos niveis dos caldos M9. A acidificagéo
do meio foi realizada com acido citrico 1M com monitoramento em pHmetro (691 pH

Meter, Metrohm Ltd., Switzerland). Por conseguinte, todos os caldos nutrientes foram
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esterilizados através de filtros 0,22 ym para entdo serem conduzidos os ensaios
experimentais.

Colbnias isoladas de SG e SG AmgtC em placas LA incubadas previamente a
37 °C por 20 horas foram inoculadas em 10 mL de caldo M9-7 e LB-7 e mantidas a 37
°C por 16 horas sob agitagao constante de 180 rpom. No dia seguinte, uma aliquota de
0,5 mL de cada cultura ON em LB-7 foi transferida para 9,5 mL de caldo fresco e
novamente cultivadas nas mesmas condicbes previamente descritas por
aproximadamente 4 horas. Devido as condi¢des limitantes do caldo M9, a bactéria
multiplica-se mais lentamente. Assim, as culturas ON em caldo M9 foram utilizadas
no experimento. A Densidade Optica a 600 nm (DOeoo) das culturas bacterianas foi
monitorada em espectrofotometro (Eppendorf™ BioPhotometer™, Modelo #6131,
Alemanha) até que atingissem valores entre 0,6 e 0,8. Aliquotas de 2 mL de cada
cultura foram centrifugadas a 4000 x g por 3 minutos (Centrifuge 5810R®, Eppendorf
AG, Hamburgo, Alemanha) e triplamente lavadas com NaCl 0,9 %. A ultima
resuspensao foi realizada em M9 (10 mM/pH 7 ou 10 uM/pH 5) ou em LB (pH 7 ou pH
5) e a DOeoo das culturas foram ajustadas para 0,05 em caldos frescos. Por ultimo,
200 pL das amostras testes e de amostras ndo-inoculadas (controles negativos) foram
transferidos em triplicadas para microplacas (HoneyComb® Microplates, Fisher
Scientific, USA). As estirpes foram cultivadas a 37 °C por 20 horas no
espectofotdmetro Bioscreen C reader (Oy Growth Curves Ab Ltd, Finland) e a ODsoo
foi mensurada a cada hora. Os experimentos foram conduzidos em trés replicatas

bioldgicas independentes.

3.3.2. Curva de multiplicagao bacteriana

De modo a determinar o tempo de multiplicagdo das estirpes selvagem (SG) e
mutante (SG AmgtC) para o Experimento in vivo da Dose Letal 50 % (DL50) foi
realizada a curva de multiplicagdo bacteriana. Para isso, uma colénia de cada estirpe
previamente cultivada em LA foi transferida para 10 mL de LB com auxilio de uma alca
bacteriologica estéril e incubadas a 37 °C por 18 horas. Posteriormente, 20 uL das
culturas overnight foram diluidos decimalmente em 180 pyL de PBS (v/v) para
proceder-se a contagem seriada em LA até na diluigdo 10-7. Paralelamente, 150 uL

dessas culturas foram transferidos para 15 mL de LB estéril em tubo Falcon de 50 mL
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que, por sua vez, foram incubados a 37 °C sob agitacdo constante de 150 rpm.
Imediatamente (Oh), foi realizada a contagem seriada das culturas conforme descrita
anteriormente. O procedimento foi repetido com 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12 e 14 horas poés-
transferéncia. Os valores das contagens foram transformados em Log1o para gerar o
grafico da curva de multiplicagdo bacteriana por meio do software GraphPad Prism

versao 6.02 para Windows (GraphPad Software, La Jolla California, USA).

3.3.3. Infecgdo de macréfagos

A avaliagcdo da necessidade do gene mgtC para SG infectar macréfagos foi
conduzida em duas linhagens distintas de células denominadas de HD11 e
macrofagos primarios derivados de mondcitos do sangue periférico de aves
(peripheral blood mononuclear cells — PBMC). Os experimentos foram conduzidos
conforme Huang et al. (2017) e Huang et al. (2019) com modificacdes.

Um fluxo de trabalho foi estritamente seguido para evitar a contaminagao dos
cultivos celulares. Como via de regra, todo material a ser introduzido na cabine de
fluxo laminar era previamente sanitizado com Etanol 70 % (Modelo 1,8, Holten
LaminAir, Holm and Halby, Dinamarca) e as células eram mantidas durante o cultivo
em incubadora a 37 °C sob atmosfera controlada de CO2 a 5 % (CO2 Water Jacketed
Incubator, Forma Scientific, EUA). Antes do inicio dos experimentos, a atividade do
sistema complemento dos soros foi termicamente inativada em banho-maria (Thermo
Haake® W46, Thermo Scientific, EUA) a 56 °C por 45 minutos (Gondwe et al., 2010).
Ademais, todos os meios de cultivo utilizados foram pré-aquecidos nesse mesmo
equipamento a 37 °C por 20 minutos previamente a manipulacdo das células. Por

ultimo, uma placa de cultivo celular foi utilizada para cada tempo de colheita.

3.3.3.1. Obtengao e manutengao das culturas de células
3.3.3.1.1. Células semelhantes aos macréfagos de galinhas da linhagem
HD11
As células semelhantes aos macrofagos de galinhas da linhagem HD11
(Chicken macrophage-like cell line HD11) sdo derivadas da medula 6ssea e foram
transformadas pelo virus da leucose aviaria MC29 (Beug et al., 1979). As amostras

de células foram recuperadas de tanques de nitrogénio armazenados no Department
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of Veterinary and Animal Sciences da Faculty of Health and Medical Sciences da
University of Copenhagen (Kgbenhavns Universitet - KU), Dinamarca. Apos
descongeladas, foram transferidas para 40 mL de meio Roswell Park Memorial
Institute 1640 com GlutaMAX ™ (RPMI Medium 1640 (1x) + GlutaMAX™-1, Gibco™,
Catalogo n° 61870036, ThermoFisher Scientific, EUA) suplementado com 5 % de Soro
de Galinha inativado (Chicken Serum — CS — Sterile filtered, Catalogo n° C5405-
500ML, Sigma-Aldrich, EUA), 5% de Soro Fetal Bovino (Fetal Bovine Serum — FBS —
EU Origin, Catalogo n°® S1400-100, Biowest, Franca) e 25 ug/mL de gentamicina
(Gentamicin 50 mg/mL, Gibco™, Catalogo n® 15750-037, ThermoFisher Scientific,
EUA). Daqui em diante, esse meio suplementado sera denominado como RPMI-25.
Vale ressaltar que todos os meios RPMI foram suplementados com 5 % de CS e 5 %
de FBS, variando somente na presenga e concentragao de gentamicina.

Em seguida, a suspenséo celular foi igualmente dividida em dois frascos para
cultivo celular com filtro de 75 cm? (TPP® tissue culture flask — Code 90076,
Switzerland) e mantida a 37 °C em incubadora com CO2 a 5 %. A morfologia e a
multiplicagéo celular foram diariamente avaliadas utilizando um microscopio binocular
de contraste de fase (Hund Wetzlar Wilovert S Microscope, Helmut Hund GmbH,
Alemanha) (Figura 6). O meio de cultivo foi substituido a cada dois ou trés dias. Para
isso, RPMI-25 foi removido e as células foram lavadas com 20 mL de Tampé&o Salina
Fosfato férmula Dulbecco (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline - DPBS (1x),
Gibco™, Catalogo n° 14190-094, ThermoFisher Scientific, EUA). Em seguida, 20 mL
de RPMI-25 estéril foi adicionado aos frascos que, por sua vez, foram novamente

incubados.

O

Figura 6. Imagem aproximada destacando (circulo) uma célula da linhagem HD11
com morfologia semelhante ao macréfago (Objetiva 10x).
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Ao atingirem uma confluéncia aproximada de 80 % (porcentagem da
monocamada aderente de células cobrindo o fundo do frasco), as células foram
duplamente lavadas com 20 mL de DPBS e, na ultima ressuspenséo, as células foram
destacadas do frasco com o auxilio de um raspador estéril de células. Por
conseguinte, a suspensao celular foi transferida para um tubo Falcon de 50 mL e
centrifugado (Z 300 K Universal Centrifuge with cooling system, Hermle Labortechnik,
Alemanha) a 5000 x g por 8 minutos. O sobrenadante foi descartado e 3 mL de RPMI-
25 foi adicionado. As células foram cuidadosamente resuspensas com uma pipeta e
RPMI-25 foi adicionado até completar o volume final de 40 mL, o qual foi dividido
igualmente em dois novos frascos de cultivo celular.

Enquanto o primeiro frasco foi utilizado para dar continuidade ao experimento
(item 3.3.3.2), o segundo foi para cultivar as células a serem armazenadas no tanque
de nitrogénio. Nesse ultimo caso, apds descartar o sobrenadante posteriormente a
ultima centrifugagcéo, como descrito anteriormente, o meio foi cuidadosamente retirado
por meio de uma pipeta e 1 mL de meio de congelamento de células foi adicionado
para resuspendé-las. A suspensdo celular foi transferida para criotubo de 2 mL e
armazenado a — 80 °C por 24 horas no interior de uma caixa de isopor térmica

previamente seu armazenamento no interior do tanque de nitrogénio.

3.3.3.1.2. Macréfagos derivados de mondcitos do sangue periférico de aves
Os cultivos dos macrofagos primarios derivados de mondcitos do sangue
periférico de aves foram realizados conforme Wigley et al. (2002), Menck et al. (2014)
e Huang et al. (2019). Para isso, foram adquiridas 15 aves de linhagem semi-pesada
de 12 a 18 semanas de vida e livres de Salmonella spp. Foram puncionados de 20 a
25 mL de sangue periférico da veia braquial de cada animal e depositados em tubos
heparinizados (heparina de litio) que, por sua vez, foram imediatamente armazenados
em gelo triturado e transportados para o laboratério para processamento.
Posteriormente, 20 mL de sangue foram transferidos para um tubo Falcon de
50 mL contendo DPBS na proporgéo 1:1 (v/v). Em seguida, 20 mL da mistura foram
transferidos cuidadosamente para a superficie de 20 mL de Ficoll-Paque 1.084 (Ficoll-
PaqueTM Premium 1.084, Codigo - 17544602, GE Healthcare Bio-Sciences AB,

Suécia) em um novo tubo Falcon, evitando-se a mistura de ambas as fases (Figura
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6). As amostras foram centrifugadas a 1200 x g por 40 minutos (Aceleragdo = 1,
Desaceleracao = 0, centrifuga horizontal) a 25 °C e, assim, foi formada uma interface
de células mononucleares com particulas de sedimentos entre o plasma e a camada
de Ficoll-Paque. Em seguida, a camada superior, representada pelo plasma, foi
gentilmente retirada com uma pipeta para facilitar o acesso a interface de células
mononucleares que, por sua vez, foram transferidas para um novo tubo Falcon. Assim,
foram realizados pools de até 20 mL de células mononucleares os quais foram
novamente centrifugados com Ficoll-Paque como realizado anteriormente para
reduzir a contaminagédo por células vermelhas do sangue. Uma nova interface de
células mononucleares foi formada e subsequentemente transferida com uma pipeta
para um novo tubo Falcon de modo a formar um novo pool. As amostras foram

triplamente lavadas com igual volume de DPBS (1:1) a 5000 x g por 8 minutos (Figura

7). Ap6s a ultima centrifugacao, o pellet foi gentilmente ressuspendido em 10 mL de
RPMI-25.

a) " b)

-

= Sangue + DPBS i > DPBS

=» Camada de células mononuclares

= Meio Ficoll-Paque = Meio Ficoll-Paque e outros componentes do

sangue na parte inferior do tubo

Figura 7. Segregacéo de células mononucleares do sangue de galinhas: (a) sangue
depositado na superficie de Ficoll-Paque na proporcao 1:1 (v/v) formando
duas interfaces previamente a centrifugacdo e (b) camada de células
mononucleares com reduzida contaminagao por células vermelhas do
sangue apos a segunda centrifugacao utilizando-se meio Ficoll-Paque.

Em seguida, 2 yL de Azul de Tripan 0,4 % (Catalogo 15250-061, Gibco™,
ThermoFisher Scientific, EUA) foram homogeneizados em 18 uL do cultivo celular
aliquotado em uma lamina histololdgica, dos quais 10 pL da mistura foram transferidos
para uma camara hemocitométrica coberta com uma laminula (Figura 8). Através de

do microscoépio binocular de contraste, a quantificagcao de células foi realizada nos
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dois quadrados grandes em diagonal e a densidade foi calculada conforme a férmula
abaixo. Assim, foi possivel ajustar a concentragao para 5x107 células por mL (céls/mL)
considerando que o numero de células viaveis até o momento da infecgao reduziria

para 5 x 108 céls/mL.

| Células por mL = Média do numero de células entre ambos quadrados x 10000

Figura 8. Contagem de células mononucleares viaveis (bordas azuladas e incolores
internamente) em camara hemocitométrica (objetiva de 10x).

Ajustada a concentragao das células, 1 mL da suspenséo foi transferida para
cada pocgo a ser utilizado da placa de cultivo celular de poliestireno de 24 pocgos de
fundo chato (TPP® Tissue Culture Plates, Codigo Z707791, Merck, Alemanha) e
incubadas a 37 °C sob CO2 5 %. No dia seguinte, as placas foram mantidas no interior
da incubadora de modo que as células pudessem se aderir ao fundo das mesmas
(Figura 9a). No segundo dia, o meio foi cuidadosamente retirado com auxilio de uma
pipeta, as células foram triplamente lavadas com 1 mL de DPBS e, em seguida, 1 mL
de RPMI-25 foi adicionado (Figura 9b). A morfologia dos macroéfagos era avaliada no
terceiro dia e, caso n&o correspondessem ao esperado, 0 meio era reposto por 1 mL
de meio RPMI-25 fresco. As placas eram novamente incubadas até obter a morfologia

adequada (Figura 9c).
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Figura 9. Cultivo de macrofagos primarios derivados de mondécitos do sangue
periféerico de galinhas (objetiva 10x). (a) A células isoladas foram
depositadas no fundo do poco de placa de cultivo cellular de 24 pocos e
(b) o meio foi reposto no segundo dia. (c) Observar a morfologia celular
alongada em imagem aproximada no terceiro dia de cultivo.

3.3.3.2. Preparo para a infecgao em macréfagos

As células HD11 utilizadas nos ensaios de infeccdo estavam entre os
subcultivos cinco a 10. No dia anterior a infec¢do, os frascos contendo as células
foram triplamente lavados com 20 mL de DPBS para retirada de restos celulares e
outros componentes presentes no meio. Na ultima lavagem, as células foram
destacadas do fundo do frasco com auxilio de um raspador estéril. A suspensao foi
transferida para um tubo Falcon de 50 mL e centrifugada a 5000 x g por 8 minutos. O
sobrenadante foi descartado e 3 mL de RPMI sem gentamincina foi adicionado para
ressuspender as células. Em seguida, mais meio foi adicionado até completar 10 mL

e a contagem celular foi realizada conforme descrita anteriormente (item 3.3.3.1.2). A
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concentragéo foi ajustada para 5 x 10° céls/mL e 1 mL dessa suspenséo foi adicionada
em cada poco das placas de cultivo a serem utilizados. As células foram incubadas
novamente. De forma semelhante, os pogos contendo macréfagos primarios
derivados de mondcitos do sangue periférico de galinhas foram triplamente lavados
com 1 mL de DPBS e, em seguida, 1 mL de RPMI sem gentamicina foi adicionado. As
placas foram novamente incubadas até o dia seguinte.

Trés dias previamente a infeccdo, SG AmgtC e SG foram recuperadas do
ultrafreezer — 80 °C e transferidas para 10 mL de LB estéril com auxilio de uma alca
descartavel. As bactérias foram incubadas a 37 °C sob agitagdo constante de 180 rpm
por 18 horas. As culturas overnight foram plaqueadas em LA e incubadas a 37 °C por
24 horas. No dia anterior a infecgdo, uma colbnia isolada foi transferida para 10 mL
de LB estéril, o qual foi incubado sob as mesmas condi¢gdes. Concomitantemente,

todos os meios utilizados para a infeccao foram mantidos a 37 °C.

3.3.3.3. Captura bacteriana e sobrevivéncia intracelular

No dia da infec¢do, 0,5 mL da cultura overnight foram transferidos para 9,5 mL
de LB estéril em tubo Falcon de 50 mL e incubados a 37 °C sob agitagdo constante
de 180 rpm por aproximadamente 4 horas. Posteriormente, os indculos foram
centrifugados a 5000 x g por 5 minutos e ressuspensos em 10 mL de DPBS
suplementado com 20 % de soro de galinha livre de anticorpo contra Salmonella,
sendo incubados estaticamente a 37 °C por 45 minutos de modo a opsonizar a
bactéria. Durante esse periodo, os meios dos pogos foram substituidos por RPMI
fresco sem adicdo de gentamincina e um pogo extra foi utilizado para a enumeracgéao
de células por mL.

As culturas foram triplamente lavadas com NaCl 0,9 % sob centrifugacéo de
5000 x g por 5 minutos e ressuspensas em 10 mL de RPMI sem gentamicina. A DOsoo
foi mensurada em espectrofotdbmetro. Tendo em vista que valores da fase Log
variando entre 0,6 e 0,8 representam aproximadamente 6x108 e 8x108 UFC/mL, as
culturas bacterianas foram ajustadas para 10’ UFC/mL de acordo o nimero de células
a serem infectadas, respeitando-se uma Multiplicidade de Infec¢ao (Multiplicity Of

Infection — MOI) de 10:1 (bactérias:células). Assim, 0,1 mL das culturas bacterianas
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foram adicionados em cada pogo. As contagens dos in6culos foram verificadas por
meio de diluicdes seriadas em LA.

Para facilitar a captura bacteriana pelas células fagociticas, as placas de cultivo
celular foram centrifugadas a 455,59 x g por 5 minutos a 25 °C (Aceleragdo = 1,
Desaceleragédo = 0, centrifuga horizontal). Subsequentemente, as placas foram
incubadas a 37 °C com CO2a 5 %. Apds 30 minutos pés-inoculagéo, o meio foi retirado
cuidadosamente e foi adicionado 1 mL de RPMI suplementado com 100 pg/mL de
gentamicina (RPMI-100) de modo a eliminar bactérias presentes no meio extracelular.
Essa etapa foi determinada como a captura bacteriana. Em paralelo, os pogos da
placa utilizada para determinar a taxa de captura bacteriana foram lavados triplamente
com NaCl 0,9 % e, posteriormente, 1 mL de Triton-X 0,1 % foi adicionado para lisar
os macrofagos e liberar as bactérias para o meio extracelular. Apés 10 minutos, a
contagem bacteriana foi realizada por meio de diluicdo seriada decimal em LA.

Por outro lado, depois de outros 30 minutos de incubacdo das placas para
avaliar a sobrevivéncia intracelular contendo RPMI-100, o meio foi retirado
gentilmente e os pogos lavados triplamente com NaCl 0,9 %. Em seguida, 1 mL de
RPMI-25 foi adicionado e as placas mantidas em estufa bacteriolégica a 37 °C com
nivel de CO2 a 5 % até os periodos de colheita. As etapas de lavagem tripla, lise
celular e enumeracdo de células bacterianas viaveis sucederam-se conforme
descritos anteriormente.

A sobrevivéncia bacteriana intracelular em células HD11 foi analisada com 1,
4, 8 e 20 horas poés-infecgao (hpi) enquanto que em macrofagos primarios derivados
de mondcitos do sangue periférico de galinhas foi com 1, 4 e 20 hpi. Todas as
infeccdes foram relizadas em trés replicatas bioldgicas independentes e cada ensaio
foi conduzido em triplicata (HD11) e duplicata (macréfagos primarios). Essa diferencga
foi adotada devido ao fato de que a obtencdo de altas concentracdes de células da

segunda linhagem era mais dificil e laboriosa em relacéo a linhagem HD11.

3.3.3.4. Teste de citotoxicidade de macréfagos
Foi determinada a exigéncia do gene mgtC para SG provocar a lise de
macrofagos primarios. Para isso, 50 uL de cada pogo das placas de 4 e 20 hpi foram

transferidos em duplicatas para uma placa de microtitulacdo de 96 pogos. Foram
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utilizados dois controles: o negativo (células ndo-infectadas) e dos niveis maximos de
lise celular. Assim, a atividade da Desidrogenase Lactica Citosolica (DHL) foi
mensurada conforme o manual de instrugdes do kit colorimétrico CytoTox 96® Non-
Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega Corporation, EUA). O experimento foi
conduzido em trés repetigdes bioldgicas independentes. Baseando-se na leitura da
Densitometria Optica @ 490 nm (DQOag0) das reagdes, os calculos das porcentagens
indiretas de lise celular compreendem a seguinte formula:
(DO céls. infectadas — DO céls. nao infectadas)

o) . _ 5
% Citotoxicidade (DO maxima — DO células nao infectadas) 100

3.4. Experimentos in vivo

Os experimentos in vivo seguiram as diretrizes dos Principios Eticos na
Experimentacdo Animal desenvolvido pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA) e foram aprovados (Processo n° 019047/17, aprovado em 07 de
Dezembro de 2017) pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade

de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP - Campus de Jaboticabal, Sao Paulo.

3.4.1. Aves utilizadas

Foram utilizadas 355 aves fémeas semipesadas para postura comercial
adquiridas com um dia de vida direto de incubatério e ja vacinadas contra a doenga
de Marek. No momento da chegada, foi conduzida pesquisa de Salmonella spp. em
amostras de mecénio presentes no interior das caixas de transporte (Zancan et al.,
2000; de Paiva et al., 2006). Para isso, foi realizado suabe de arrasto com gazes
estéreis embebidas em Agua Peptonada 1 % (Oxoid®, Basingstoke, Hampshire, UK -
CMO0509) na superficie do assoalho da caixa de transporte. O material foi
acondicionado em frasco contendo a mesma solugao e incubado a 37 °C por 18 horas.
Posteriormente, 1 mL da amostra foi transferido para caldo Selenito (SN) (Oxoid, RU
— cbdigo CM0395) e 1 mL para caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) (Oxoid®,
Basingstoke, Hampshire, UK - CM866) nas propor¢gbes 1:100 e 1:10 (v/v),
respectivamente. Ambos os caldos foram previamente suplementados com 40 ug/mL
de novobiocina (Merial, FR — lote 8041706) e, apds inoculados, foram incubados nas

mesmas condi¢cdes anteriormente descritas. Ao término desse periodo, as amostras
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foram semeadas por esgotamento com auxilio de alga bacteriolégica a partir dos
caldos SN e RV em &gar VB e agar MacConkey (MC) (Oxoid®, Basingstoke,
Hampshire, UK - CM0115). Apds incubacéao de 24 horas a 37 °C, os meios de cultura
foram analisados para identificar a presenca de col6nias sugestivas de Salmonella
spp.. Dessa forma, foi constatada a auséncia dessa bactéria e, assim, deu-se
continuidade aos experimentos in vivo.

Os animais foram alojados em baterias metalicas no interior de sala climatizada
e receberam agua e alimento ad libitum. O periodo de luz e a temperatura seguiram
os parametros descritos no Manual de Manejo da linhagem. As aves permaneceram
nesse ambiente até o 19° dia de vida, momento em que foram transferidas para os

infectorios e divididas nos grupos experimentais.

3.4.2. Preparo dos inéculos

Os indculos foram preparados conforme descrito por Berchieri Junior et al.
(2001). As estirpes selvagem e mutante, armazenadas em meio crioprotetor, foram
retiradas do freezer — 80 °C e semeadas em LA com auxilio de uma alga bacteriologica
estéril. Por conseguinte, as placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C em estufa
bacteriologica e, apds o cultivo, uma colénia foi tocada com alga estéril e inoculada
em 10 mL de LB. A cultura (pré-inéculo) foi acondicionada em estufa bacteriolégica a
37 °C por 18 horas sob agitacdo constante de 150 rpm. Ao término, o preparo dos
inéculos seguiu conforme descrito para os experimentos de avaliagdo da
patogenicidade e das infecgdo sistémica e resposta imune (item 3.4.2.1), além da
DL50 (item 3.4.2.2).

3.4.2.1. Para avaliagdao da patogenicidade, da infec¢dao sistémica e da
resposta imune

Para o experimento, 400 uyL das culturas overnight (pré-inéculo) foram

transferidos para 39,6 mL de LB estéril (1:100) e incubados nas mesmas condi¢des

anteriormente descritas. Apos 18 horas, foi realizada a contagem bacteriana dos

in6culos (itens 5.3 e 0) por meio de diluicdo decimal seriada (v/v) em solugdo tampao

(PBS pH 7,4) e depositados pela técnica de gotejamento na superficie de agar VB

como descrito no item 3.3.2.
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Para a inoculagao por via subcutanea, conduzida no experimento de avaliagao
da infeccao sistémica e da resposta imune (item 3.4.5), foi adotada uma etapa extra
(Rodrigues Alves et al., 2018) em que foram realizadas quatro lavagens consecutivas
dos in6culos com 10 mL de PBS. Em cada lavagem, a amostra foi centrifugada a 4000
x g por 10 minutos a 4 °C em centrifuga refrigerada (Andreas Hettich GmbH & Co.,
Alemanha — Modelo Universal 320), o sobrenadante foi descartado e o sedimento, por
sua vez, ressuspendido em PBS. Apds a ultima ressuspensao, a estimativa de

UFC/mL dos inoculos por meio de diluicdo decimal seriada (v/v).

3.4.2.2. Para determinagao da DL50

Apos o cultivo overnight dos pré-indculos de SG e SG AmgtC (item 3.4.2), 40
mL de in6culo foi preparado em frasco Erlenmeyer transferindo-se uma aliquota do
pré-inéculo para LB estéril na proporgéo de 1:100 (v/v) e novamente incubados por
trés horas a 37 °C sob agitacao constante de 150 rpm. O periodo de cultivo seguiu o
encontrado no experimento in vitro da curva de multiplicacdo bacteriana (item 5.5.1)
de modo que ambas as estirpes estivessem na concentragdo de 108 UFC/mL para
sucessivas diluigdes decimais seriadas (v/v) dos indculos. Para cada diluigao, foram
preparados 40 mL de in6culo. Ao término, foi realizada a contagem bacteriana em
agar VB por meio de diluicdo seriada dos indculos (108, 107, 108 e 105 UFC/mL) em

solugéo tampéao PBS pH 7,4, na proporgao 1:10 (v/v), conforme descrito no item 3.3.2.

3.4.3. Avaliacao da patogenicidade
Aos 21 dias de vida, 60 aves foram distribuidas igualmente em dois grupos (A
e B) e inoculadas oralmente com 1 mL das culturas das estirpes mutante (SG AmgtC)
e selvagem (SG) contendo 10° UFC/mL (item 3.4.2.1), conforme descrito na Tabela
14. A mortalidade e os sinais clinicos foram registrados diariamente ao longo de 21

dias.

Tabela 14. Distribuicdo das aves inoculadas oralmente com 1 mL das culturas das
estirpes SG AmgtC e SG.
Estirpe Grupo Numero de aves

SG AmgtC A 30
SG B 30
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3.4.4. Determinacao da Dose Letal 50 (DL50)
Aos 21 dias de vida, 200 aves foram distribuidas igualmente em oito grupos
(Tabela 15) e inoculadas oralmente com 1 mL das culturas (item 3.4.2.2) das estirpes
mutante (Grupos C a F) e selvagem (Grupos G a J) nas diferentes doses (108, 107,

10% e 10° UFC/mL). A mortalidade foi registrada diariamente ao longo de 21 dias.

Tabela 15. Distribuicdo dos grupos inoculados com diferentes doses para determinar
a DL50 das estirpes mutante (SG AmgtC) e selvagem (SG).
Estirpes

. Grupos Numero de aves Doses (UFC/mL)
inoculadas
Cc 25 108
D 25 107
SG AmgtC E o5 10°
F 25 10°
G 25 108
H 25 107
SG i 25 10°
J 25 10°
3.4.5. Avaliagao da infecgao sistémica

Aos 21 dias de vida, 95 animais foram distribuidos em cinco grupos (L a P) e
inoculados com as estirpes mutante (SG AmgtC) e selvagem (SG), conforme descrito
na Tabela 16. As colheitas de dérgédos para avaliagdo da infecgdo sistémica e da

resposta imune dos animais foram conduzidas conforme os itens 3.4.5.1 e 3.4.5.2.

Tabela 16. Protocolo de inoculacdo para avaliagdo da infecgcao sistémica de SG
AmgtC em comparacdo com SG em aves susceptiveis.

Administracao do inéculo

Grupos Numero de aves

Estirpe Via Quantidade
L 20 SG AmgtC Oral 1mL
M 20 SG AmgtC Subcutanea 0,2 mL
N 20 SG Oral 1mL
o 20 SG Subcuténea 0,2mL
P 15 LB estéril Oral 1mL

3.4.5.1. Colheita de 6rgaos para avaliagao da infecgao sistémica
Aos dois, cinco, sete e 10 dias pds-infecgao (dpi), cinco aves por grupo foram
eutanasiadas para a estimativa de células viaveis de Salmonella spp. em figado e

baco e para a avaliagdo de alteragdes anatomopatoldgicas. As amostras colhidas
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foram acondicionadas em microtubos de 2 mL previamente pesados e mantidas sob
refrigeragao.

Para a contagem de células bacterianas viaveis, os fragmentos foram
macerados por meio de pistilos estéreis e os microtubos novamente pesados de modo
a determinar o volume de PBS pH 7,4 a ser adicionado para a primeira diluigdo (m/v).
Em seguida, realizou-se a diluigdo seriada decimal (v/v) até 10, conforme descrito
anteriormente no item 3.3.2. De cada diluicao foram retirados 100 uL os quais foram
espalhados por gotejamento na superficie de agar VB contendo acido nalidixico na
concentragéo de 100 ug/mL (VB Nal). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas
e o numero de UFC por grama de érgao (UFC/g) encontrado foi convertido em Log1o
para analise dos resultados. Paralelamente, foi adicionado 500 uL de SN duplamente
concentrado aos microtubos contendo as amostras homogeneizadas em PBS que,
por sua vez, foram incubados concomitantemente com as placas. Dessa forma,
constatada a auséncia de colénias na superficie do agar, as amostras enriquecidas
foram semeadas por esgotamento em VB Nal e incubadas a 37 °C por 24 horas.
Posteriormente, caso observado o crescimento de colnias nesse agar, a amostra foi
considerada positiva, sendo atribuido o valor de 102 UFC/g para as analises

estatisticas.

3.4.5.2. Colheita de tecidos para avaliagao da resposta imune

Trés das cinco aves de cada grupo daquelas utilizadas para contagem
microbiolégica também tiveram seus 6rgaos colhidos tanto para RT-qPCR quanto
para imuno-histoquimica. Assim, trés animais dos grupos L (SG AmgtC), N (SG —
Controle Positivo) e P (Controle Negativo) foram eutanasiados para colheita de
tonsilas cecais e bago aos 2°, 5° e 7° dpi para realizar PCR via transcriptase reversa
quantitativa em tempo real (RT-gPCR). Os tecidos foram imersos individualmente em
criotubos RNase-/DNase-free de 2 mL (Corning, EUA) contendo 300 uL de RNA/ater®
(Sigma-Aldrich, EUA - cédigo R0901). Posteriormente, foram acondicionados a 4 °C
por 24 horas e 0 excesso do reagente foi retirado apds esse periodo. As amostras
foram armazenadas em freezer -80 °C e e processadas para a RT-gPCR.

Paralelamente, aos dois, cinco, sete e 10 dpi foram colhidos fragmentos de

figado e tonsila cecal de trés aves dos grupos L (SG AmgtC), N (SG — Controle
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Positivo) e P (Controle Negativo) para imuno-histoquimica. Para isso, as amostras
foram submersas em n-Hexano (n-Hexano P.A., Cdédigo - 01H1026.01.BJ, Synth,
Brasil) previamente resfriado em nitrogénio liquido. Imediatamente apdés o
congelamento dos fragmentos, os mesmos foram acondicionados em criotubos de 2
mL (Corning, EUA) e transferidos para nitrogénio liquido. Ao término, as amostras
foram armazenadas em freezer — 80 °C até a realizagdao do corte dos 6rgdos em

criostato para imuno-histoquimica.

3.4.6. Avaliacao da resposta imune do hospedeiro
3.4.6.1. Mensuragao de citocinas por RT-qPCR
A validacdo dos métodos de RT-qPCR seguiram as diretrizes do Minimum
Information for Publication of Quatitative Real-Time PCR Experiments (MIQE),

conforme publicado por Bustin et al. (2009).

3.4.6.1.1. Maceracao de tonsilas cecais e bago e purificagao de RNA total

No dia anterior ao processo de maceragao de tecidos, as pingas cirurgicas, 0s
bisturis, as gazes e os papéis-aluminio foram individualmente envoltos por papel kraft
e tratados a temperatura de 270 °C por 4 horas para que quaisquer contaminantes,
sejam inibidores, microrganismos, RNA ou DNA, fossem eliminados. Para todo o
procedimento relacionado a RT-qPCR, foram utilizados microtubos e ponteiras livres
de DNase e RNase, além de luvas sem talco. Ademais, foi preparada agua DEPC por
meio da purificagdo de agua ultrapura Tipo | (Milli-Q®) com 0,1 % (v/m) de dicarbonato
de dietila (DEPC, Sigma-Aldrich, EUA, Cédigo — D5758-25ML). Para isso, a agua € o
reagente foram homogeneizados por 16 horas com auxilio de uma barra magnética e
um agitador magnético (Modelo 752, Fisatom, Brasil).

No dia seguinte, a bancada de trabalho foi previamente higienizada com alcool,
seguido da aplicagéo de solugao de hipoclorito de sodio 1 % (v/v). Posteriormente, foi
forrada com plastico filme de Policloreto de Vinila. Tanto o plastico quanto a balancga
analitica (Modelo AL500C, Marte®, Marte Balangas e Aparelhos de Precisdo LTDA.,
Brasil) foram submetidos ao mesmo processo de sanitizagdo descrito anteriormente,
enquanto que o macerador portatil Tissue Master 125 (Omni International®, Omni, Inc,

EUA, Modelo - TMP125-220) foi sanitizado em duas etapas. A primeira consistia no
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uso de solugdo RNase AWAY® (Catalogue n. 10328-011, Invitrogen, Life
Technologies Corporation, USA) para tratar o equipamento de modo a eliminar a agéao
de enzimas RNase. Ja para a segunda etapa, a sonda do mesmo era imersa e
sequencialmente acionada em 15 mL das seguintes solugbes contidas em tubos
Falcon: 1) alcool 70 %, 2) agua Milli-Q®, 3) alcool 70 %, 4) agua Milli-Q® e 5) agua
DPEC. Apds a ultima lavagem, a sonda era seca com auxilio de gaze estéril tratada.
Essa etapa era repetida apos a maceragao de cada 6rgao.

Os criotubos armazenados a —-80 °C foram individualmente retirados do
ultrafreezer e os 6rgaos foram pesados em balanga analitica sob um papel aluminio
estéril. Foi padronizado o peso de 30 mg de amostra, mas caso necessario, os tecidos
eram seccionados com auxilio de bisturi e pinga para que o peso padronizado da
amostra fosse atingido. A troca dos materiais era feita ap6s o manuseio de cada
tecido. A purificagdo do RNA total foi realizada imediatamente apdés a maceragao
utilizando-se o RNeasyMini Kit (Qiagen, AL — cédigo 74106), conforme as instrugdes
do fabricante. As amostras foram armazenadas em ultrafreezer — 80 °C para
prosseguir-se as analises de integridade, qualidade e quantidade, além de posterior
conversao em fita de cDNA.

Apos purificado, o material genético foi submetido as analises de quantificagao
(ng/uL) e de qualidade (relagdes 260/230 e 260/280) em espectofotdbmetro (DeNovix
DS-11 + Spectrophotometer, DeNovix, EUA). Ademais, a integridade do RNA total foi
avaliado por meio de eletroforese em gel de agarose na concentragao de 1 % (m/v)
Cujo preparo seguiu-se o descrito no item 3.2.1.4.1.4. Nesse caso, vale ressaltar que
a cuba de eletroforese contendo o gel de agarose submerso em tampao TAE foi
armazenada overnight a 4 °C de modo a reduzir a degracdo do RNA durante a corrida
eletroforética, sendo retirada somente no momento da adicdo das amostras aos
pocos. Em cada poco foram adicionados 3 yL da amostra de RNA total extraido
homogeneizados em 1 pL de Loading Dye. Paralelamente, no primeiro pogo foram
utiizados 4 pL de marcador de tamanho molecular (1 Kb Plus DNA Ladder,
Invitrogen™, EUA) para determinar o tamanho dos fragmentos por comparagao. Em
seguida, as amostras foram submetidas a uma corrente elétrica de 25 V por 1 hora e
30 minutos. O gel de agarose foi fotografado no equipamento Gel Doc™ EZ Imager

(Bio-Rad Laboratories, EUA) para visualizagdo dos amplicons. Amostras de RNA total
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integras apresentavam dois amplicons que representavam as regides ribossomais
28S e 18S.

3.4.6.1.2. Conversao de RNA total em cDNA

Amostras de RNA integras no gel de agarose e contendo as relagdes de
qualidade préximas a 2 (Sambrook; Russel, 2001; Brown et al., 2018) foram
convertidas em cDNA. Para a conversao, as concentragdes das mesmas foram
previamente padronizadas para 300 ng/uL e a transcricdo reversa foi realizada
conforme as instrugbes presentes no QuantiTect® Reverse Transcription kit (Qiagen,
AL — codigo 205311). Resumidamente, a primeira etapa consistiu na eliminacéo de
DNA contaminante com a incubagao em termociclador por 2 minutos a 42 °C de 2 pL
da amostra (600 ng) em 10 pyL de agua UP contendo 2 yL de gDNA Wipeout Buffer
(7x). Em seguida, o mix contendo 1 uL de Quantiscript Reverse Transcriptase, 4 pL
de Quantiscript RT Buffer (5x) e 1 uL de RT Primer Mix foi transferido para os 14 uL
da amostra de RNA livre de DNA e incubados a 42 °C por 25 minutos, acrescido de
uma etapa a 95 °C por 3 minutos para inativacdo da enzima transcriptase. O cDNA
obtido foi quantificado e sua qualidade avaliada conforme descrito anteriormente (item
3.4.6.1.1). Em seguida, as amostras foram armezenadas em ultrafreezer — 80 °C até

o momento de seu uso nas reag¢des de RT-gPCR.

3.4.6.1.3. Padronizagao das reagdes de RT-qPCR

Para evitar contaminacgao, as reacdes foram conduzidas em capela de fluxo
laminar, cuja superficie foi previamente sanitizada com alcool 70 % seguida da
aplicacao de hipoclorito de sédio 1 % (v/v) e acionamento por 15 minutos de luz ultra-
violeta (UV). Além disso, foram utilizadas pipetas monocanais calibradas (Corning®
Lambda™ Plus series, Corning BV, EUA) de uso exclusivo para RT-qPCR e ponteiras
estéreis RNase/DNase-free com filtro. A agua UP foi aliquotada em microtubos de 0,2
ML e, ao término da reagdo, a mesma era descartada caso houvesse excedente.

Para realizar as reacbes de RT-qPCR, foi necessario padronizar as
concentragdes de cDNA para 50 ng/uL. Concomintantemente, 2 uL de cada amostra
foram aliquotados em um unico pool para testar as curvas-padrdao dos genes de

referéncia e dos genes de interesse. As sequencias nucleotidicas dos iniciadores
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estdo disponiveis na literatura e descritos na Tabela 17. Foram utilizados cinco genes
de referéncia, sendo eles os codificadores das enzimas hipoxantina-guanina
fosforribosil transferase (HPRT) e gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), da
proteina de estrutura celular $-actina (ACTB), da proteina sinalizadora Ubiquitina (UB)
e da subunidade 28S do acido ribonucleico ribossomal (rRNA 28S). Ja os genes-alvo
foram o Interferon-gama (IFN-y) e o Fator de Necrose Tumoral Alfa Induzido por

Lipopolissacarideo (LITAF) de aves.

Tabela 17. Sequéncia dos iniciadores referentes aos genes de referéncia e genes-
alvo utilizados para RT-gPCR.

Gene N° de acesso Sequencia (5" 2> 3") Amplicon Referéncia
F: cccaaacattatgcagacga De Boever et
HPRT AJ132697 R: tgtcctgtccatgatgage 66 pb al. (2008)
©
) F: ggcacgccatcactatc De Boever et
=§ SLdrel gt R: cctgcatctgeccattt o iz al. (2008)
e
@
(T4
e F: acagatcatgtttgagacctt De Boever et
1™
% ACTB L08165 R: atcacaataccagtggtacg 101 pb al. (2008)
n
(] F:
c : ggatgcagatcttcgtgaaa Fan et al.
3 o HUTIY R: cttgccagcaaagatcaacctt A e (2012)
'RNA 28S XR 0030780401 F: ggcgaagccagaggaaact 61 pb Setta et al.
— ' R: gacgaccgatttgcacgtc (2012)
o F: gt t tatcat Setta et al.
S } gtgaagaaggtgaaagatatcatgga ettaeta
Tp Y SEAZIEIS R: gctttgcgcetggattctca Pl (2012)
n
)
< F: gctgttctatgaccgcccagtt Berndt et al.
8 LITAF NM_204267 R: aacaaccagctatgcacccca 56 pb (2007)

Primeiramente, foram testadas as eficiéncias dos iniciadores por meio da
construcao de curvas-padrao em strips de microtubos de 0,2 mL (0,2 mL 8-Tube PCR
Strips, #TLS0801, Bio-Rad, EUA). Para isso, as reagdes de PCR em tempo real foram
realizadas em triplicata e adotou-se até a diluicdo -5 na base dois (1:2) do pool de
cDNA. Em cada reacao foram utilizados 6,25 uL de SYBR Green Jumpstart™ Taq
ReadyMix™ (Codigo S4438-500RXN, Sigma-Aldrich, San Luis, EUA) acrescidos de
0,6 uM de cada iniciador (direto e reverso) referente ao HPRT, GAPDH, UB, IL-12B3 e
IFN-y (Sigma-Aldrich, San Luis, EUA) ou 0,3 uM dos iniciadores de rRNA 28S, ACTB
e LITAF, além de 50 ng de DNA molde (cDNA) e, por ultimo, agua UP (Sigma-Aldrich,
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San Luis, EUA) em quantidade suficiente para completar o volume final de 12,5 pL por
reacao. As condigdes de ciclagem programadas no termociclador CFX96 Touch™
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, EUA) foram a desnaturacgao inicial a 94
°C por 2 minutos, seguida de 40 ciclos a 94 °C por 15 s para desnaturar e 58 °C por
30 s para parear os iniciadores e sintetizar novas fitas. A temperatura de pareamento
e sintese utilizada para o gene LITAF foi de 60 °C. A leitura do sinal emitido pelo
intercalante foi realizada apds cada ciclo. Ao término, as curvas de melting foram
geradas por meio da captagdo do sinal a cada 0,5 °C no aumento gradual de
temperatura entre 65 °C e 95 °C.

Os arquivos gerados pelo equipamento foram analisados por meio do software
Bio-Rad CFX Manager versdo 3.1.1517.0823 para Windows (Bio-rad, EUA) onde

foram determinados os valores da curva de calibragao ou coeficiente de correlagao

(r?) e do slope, além de serem geradas as curvas de eficiéncia (E =1O('S'c3?)). Os ciclos
de quantificagao (Cq) das triplicatas com variagao acima de 0,2 foram excluidos das
analises. Os genes a serem testados na normalizagao foram selecionados com base
na eficiéncia de amplificagcao (%E) cujos valores devem variar entre 90 e 110 % e de
r2 com valor acima de 0,98, sendo os valores ideais mais proximos de 100 % e 1,
respectivamente (Ramakers et al., 2003; Bustin et al., 2009; Taylor et al., 2019).

A segunda etapa consistiu na escolha do gene de referéncia a ser o
normalizador das reacdes de RT-gPCR. Paraisso, 2 uL de cada amostra a ser testada
foi aliquotada em pools, respeitando-se o dia de colheita (dois, cinco e sete dpi), o tipo
de tecido (bago e tonsila cecal) e o grupo (aves nao infectadas ou infectadas com SG
ou SG AmgtC). Assim, obteve-se 18 pools que foram utilizados em duplicata nas
reacdes de cada gene normalizador. As condi¢cdes de ciclagem foram as mesmas
descritas anteriormente. Ao término, os valores de Cq foram convertidos em
quantidades relativas por meio da formula 2Mn valor - Cq valor) g posteriormente
submetidos a analise por meio dos plug-ins NormFinder (Andersen et al., 2004) e
geNorm (Vandesompele et al., 2002) no software Microsoft Excel para Windows.

Em ambos os programas, as estabilidades dos genes sao ranqueadas de modo
que o menor valor representa genes mais estaveis. Para isso, NormFinder utiliza um
modelo baseado em Analise de Variancia (ANOVA) (Wang et al., 2017) em que o

escore de estabilidade de expressao (valor de S) é calculado a partir das variagdes
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intra- e inter-grupos (Ramhgj et al., 2019; Sundaram et al., 2019), enquanto que
geNorm baseia-se na variagdo de emparelhamento (pairwise variation) nos
fornecendo o valor de estabilidade de expressao (valor de M) (Wang et al., 2017;
Ramhagij et al., 2019; Sundaram et al., 2019). No primeiro caso, valores abaixo de 0,5
sdo considerados estaveis (Ramhgij et al., 2019). Por outro lado, no geNorm adota-se
um ponto-de-corte de até 1,5 e havera sempre dois genes mais estaveis com o mesmo
valor de M (Sundaram et al., 2019). Ademais, genes de referéncia adequados devem
possuir valores abaixo de 0,5 (amostras homogéneas de tecidos) ou de 1 (amostras
heterogéneas) (Hellemans et al., 2007).

Apds determinados os genes de referéncia mais estaveis, as reagdes para
determinacao da expressao génica foram realizadas em duplicata utilizando-se placas
de 96 pogos para RT-qPCR (Multiplate™ 96-Well PCR Plates, #MLL9601, Bio-rad,
EUA) sob as mesmas condigdes de ciclagem do termociclador descritas anteriormente
durante o processo de padronizacédo da curva-padrao.

Dois métodos mais comumente utilizados para determinar a expresséo relativa
génica sdo o de 222Ca, conhecido como “Delta-Delta-Cq” (Livak e Schmittgen, 2001),
e o de eficiéncia calibrada, também chamado de método de Pfaffl (Pfaffl, 2001). No
primeiro caso, assume-se que as eficiéncias de amplificagao de todos os genes-alvo
sao de 100 % (Livak e Schimittgen, 2001). Ja pelo método de Pfaffl, a corregdo pelas
eficiéncias especificas € realizada previamente ao calculo da quantificagao relativa
(Pfaffl, 2006) para multiplos genes de referéncia (Vandesompele et al., 2002;
Hellemans et al., 2007). Assim, no presente estudo adotou-se o método de Pfaffl
(Pfaffl, 2001; Vandesompele et al., 2002; Hellemans et al., 2007), conforme descrito
nas formulas abaixo e conduzidos no software Microsoft Excel para Windows. Os

dados de expressao génica relativa foram entdo submetidos as analises estatisticas.
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Eficiéncia do primer (%
Conversao da eficiéncia dos primers (E)= ( P ( °)> +

100
[Eq 1]
(EgpAcac

[ (Eggr)ACa REF]

Expressao génica relativa=
[Eq 2]

Onde, E é a base da amplificacdo, ACq representa a variagao no ciclo de

quantificacdo entre amostra controle e tratada, Gl refere-se ao gene de interesse, REF

€ o0 gene de referéncia e § € a média geométrica.

3.4.6.2. Contagem da populacao de macréfagos, CD4* e CD8* por
imunohistoquimica

3.4.6.2.1. Corte dos tecidos
As amostras de 6rgéos de figado e tonsila cecal armazenadas a —80 °C foram
transferidas para freezer a —20 °C aproximadamente 10 minutos antes de serem
seccionadas em criostato (Leica CM1860, Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Alemanha) com Navalhas de Perfil Baixo (Leica 819, Leica Biosystems Nussloch
GmbH, Alemanha) sob temperatura de -21 °C. Os 6rgdos foram embebidos
individualmente em composto O.C.T. (Optimal Cutting Temperature) (Tissue-Tek®,
Sakura Finetek Europe B.V., Holanda) e colocados no interior do criostato por 30
minutos. Em seguida, foram realizadas as secgdes histoldgicas de 6 um de tonsilas
cecais e de 10 um de figados. Os cortes foram posicionados na superifice de laminas
histoldgicas (StarFrost® Slides, Waldemar Knittel Glasbearbeitungs GmbH,
Alemanha) com auxilio de pincel e armazenadas em caixas porta-laminas a —20 °C

até o momento da marcacao das ceélulas imunes.

3.4.6.2.2. Marcagao das células imunes por imunohistoquimica

No primeiro dia, as laminas foram retiradas do freezer —20 °C, posicionadas
individualmente em suporte de laminas e alocadas em cuba histopatolégica de nylon
(EasyPath®, Grupo Erviegas, Brasil) contendo 200 mL de acetona (Acetona P.A. —
A.C.S. — Cddigo A1017.01.BJ, Synth, Brasil) refrigerada a —20 °C por 10 minutos para
fixagao dos tecidos. Posteriormente, as laminas foram transferidas para camara umida

(EasyPath®, Grupo Erviegas, Brasil) de modo a secarem sob temperatura ambiente
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por 5 minutos. Com auxilio de uma pisseta, foram lavadas com PBS e imersas em
cuba contendo 200 mL do mesmo reagente. Apds 5 minutos, o excesso de PBS das
laminas foi retirado e as mesmas foram transferidas para cuba com 200 mL de H20:2
4% preparados a partir da homogeneizagdo de perdxido de hidrogénio (Perdxido de
Hidrogénio P.A. — Cédigo 01P2233.01.BJ, Synth, Brasil) em alcool metilico (Alcool
Metilico — Metanol - P.A. — A.C.S., Cddigo — A1085.01.BL, Synth, Brasil) para bloqueio
da peroxidase endogena. As laminas foram imediatamente mantidas em ambiente
sem luz por 10 minutos. Posteriormente, foram secas ao redor dos cortes com papel
absorvente e os mesmos foram contornados com caneta hidrofébica (Dako Pen —
Cddigo S2002, Dako Denmark A/S, Dinamarca). As laminas foram novamente lavadas
com PBS, repousadas no interior da caixa umida e um excesso da solugao tampao foi
depositada sob os cortes por 5 minutos.

Em seguida, foi adicionado o bloqueador de coloragdo de fundo inespecifico
(Protein Block, Codigo DPB-125, Spring Bioscience Corp., EUA) sob as laminas por
meio de gotejamento. Em seguida, a caixa umida foi mantida em ambiente sem luz
por 30 minutos. Ao término, o processo de lavagem com PBS foi repetido e, apds
retirar o excesso, foram adicionados 200 uL de anticorpo primario (Tabela 18) diluido
na concentracao 1:200 (v/v) em diluente de anticorpo (Antibody diluent with
background reducing components, Cédigo — S3022, Dako®, Dako North America Inc.,

EUA) sob os cortes. As laminas foram armazenadas em geladeira a 4 °C por 18 horas.

Tabela 18. Anticorpos primarios (CD4*, CD8" e Mondcitos/Macréfagos) utilizados.

Célula imune Anticorpo primario Clone Cddigo Marca
CD4* Mouse Anti-Chicken CD4-UNLB CT-4 8210-01
CcD8* Mouse Anti-Chicken CD8a-UNLB CT-8 8220-01 Southern
- . Mouse Anti-Chicken BioTech, USA
Monécitos/Macrofagos Monocyte/Macrophage-UNLB Kul01  8420-01

No segundo dia, as laminas foram novamente lavadas com PBS, o excesso foi
retirado e o anticorpo secundario rabbit anti-mouse (Reveal Complement — Cdédigo
DCMT-125, Spring Bioscience Corp., USA) foi gotejado sob os cortes de tecidos. Apds
30 minutos em ambiente sem luz, o anticorpo foi descartado e o conjugado HRP (HRP
conjugate - Cdodigo DHRR-125, Spring Bioscience Corp., USA) foi adicionado na

superficie da lamina e mantido pelo mesmo periodo e nas mesmas condicoes
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anteriores. Nos 5 minutos finais, foi preparado o DAB (3,3'-diaminobenzidine) por meio
da mistura de uma gota do cromégeno (DAB Chromogen 50x, Cédigo - DABC-004,
Spring Bioscience Corp., USA) em 1 mL de substrato (DAB Substrate, Cédigo —
DABS-125, Spring Bioscience Corp., USA) para cada trés laminas. O DAB foi
adicionado a superficie das laminas e, apés 4 a 5 minutos, as amostras foram
transferidas para uma cuba com 200 mL de agua destilada poe 5 minutos. Em
seguida, as laminas foram imergidas em corante Hematoxilina de Harris (Hematoxilina
de Harris, Codigo - HH08362S0, Exodo Cientifica, Brasil) por, no maximo, 5 minutos
e depois mantidas em agua corrente de baixa presséo por 10 minutos.
Posteriormente, as laminas foram submetidas a bateria de alcool-xilol em cubas
de nylon para coloragdo (EasyPath®, Modelo - EP-31-05101, Grupo Erviegas, Brasil)
no interior de capela de exaustdo (Modelo ORG 10, Série 1180, Ideoxima, Brasil).
Para isso, foram utilizados xilol (Xilol P.A. — A.C.S., Cédigo 01X1001.01.BJ, Synth,
Brasil) e diferentes concentragdes de alcool (70 %, 90 % e 100 %), as quais foram
preparadas a partir da mistura alcool etilico absoluto (Alcool etilico absoluto P.A. —
A.C.S., Codigo — A1084.01.BL, Synth, Brasil) com agua destilada (v/v). As laminas
foram imergidas nas cubas na seguinte sequéncia durante um periodo de dois
segundos entre cada solug&o: Alcool 70 %, Alcool 90 %, Alcool 100 %, Xilol | e Xilol
Il. Ao término, uma gota de meio de montagem de laminas (Entellan®, Cddigo —
107960, Merck, Brasil) foi depositada sob os cortes embebidos em xilol para que fosse
possivel a aderéncia da laminula para microscopia (Codigo — P24X60, Precision,
Brasil). Foram realizadas trés imagens aleatérias de cada secc¢éo dos tecidos com
auxilio de microscoépio binocular (Modelo N-120, Coleman®, Brasil) acomplado com
camera fotografica utilizando-se a objetiva de 40x. As porcentagens das areas
imunomarcadas de macréfagos e linfocitos T CD4* e T CD8* em comparagao com as
areas nao-marcadas em todo o campo foram determinadas utilizando-se o software

Image-Pro Plus® (Media Cybernetics, Inc., EUA).
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4. ANALISE ESTATISTICA

Para os testes estatisticos e elaboragcado dos graficos foi utilizado o software
GraphPad Prism versao 8.0.1 para Windows (GraphPad Software, La Jolla California,
USA) e adotado nivel de significancia menor do que 5 % (P < 0,05). A normalidade
dos residuos foi analisada pelo teste de D'Agostino-Pearson omnibus (K2) e por
graficos QQ Plot (Motulsky, 2022a) e confirmada a distribuicdo Gaussiana dos dados.
A comparacao das curvas de multiplicacdo bacteriana em caldos nutrientes (M9 ou
LB) foram realizadas por meio do teste Analise de Variancia de Dupla Classificagao
(Two-way ANOVA) seguido pela comparagdo multipla de Sidak. Os resultados de
contagem bacteriana em macroéfagos e de sobrevivéncia fold-net foram previamente
transformados em Log1o e analisados por meio da Two-way ANOVA seguida pelo
teste de comparacdo multipla de Sidak (Daniel e Cross, 2013; Motulsky, 2022b). Os
dados de citotoxicidade foram analisados pelo mesmo teste. Ja aqueles referentes a
captura bacteriana foram também transformados em Log1o, mas submetidos ao Teste
T n&o-pareado.

Nos experimentos in vivo, a mortalidade total foi comparada com o método de
Qui-quadrado com corregédo de Yates enquanto que para mortalidade ao longo do
tempo foi adotado o teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon. O calculo da Dose Letal
(DL50) foi realizado conforme Reed e Muench (1938) e esta detalhado no Apéndice
B. As contagens bacterianas em figado e bago foram previamente transformados em
Logio foram analisados por meio de Two-way ANOVA seguido pelo teste de
comparagao multipla de Sidak (Daniel e Cross, 2013; Motulsky, 2022b). Para
determinar o pico das contagens bacterianas, as curvas foram ajustadas para
regressdes nao-lineares. Os resultados referentes a expressao relativa de LITAF e
IFN-y em tonsila cecal e bago de aves foram transformados em escala logaritimica e
submetidos ao teste de Two-way ANOVA seguido pela analise multipla de Tukey
(Setta et al.,, 2012; Huang et al., 2019; Motulsky, 2022b). Para comparar as
porcentagens das populagdées de macrofagos, CD4* e CD8* em tonsila cecal e figado
de aves, os resultados foram submetidos ao teste de Two-way ANOVA seguido pela
analise multipla de Tukey (Barbosa et al., 2021; Motulsky, 2022b).
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5. RESULTADOS

5.1.Preparo da estirpe mutante SG AmgtC

Apods a extracdo do DNA bacteriano de SG str. 287/91 (item 3.2.1.2) e dos
plasmidios pKD46, pKD3 e pCP20 presentes em estirpes DH5a de Escherichia coli
(tem 3.2.1.3) A combinacédo dos iniciadores de checagem mgtC F e mgtC R foi
testada juntamente com o DNA de SG str. 287/91 extraido (item 3.2.1.4.2.3) e
constatou-se a amplificagdo da regido adjacente ao gene mgtC com tamanho

molecular proximo ao esperado de 1,2 Kb, conforme ilustrado na Figura 10.

1000 pb —>

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1,5 % de produto amplificado da regiao
adjacente ao gene mgtC do genoma de SG str. 287/91 utilizando os
iniciadores mgtC_F e mgtC_R. MM: Marcador de Tamanho Molecular (1
Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen™, EUA); 1: amostra de DNA de SG str.
287/91 (1,2 Kb).

Posteriormente, o plasmidio pKD46 foi inserido na estirpe SG str. 287/91 por
eletroporagao. Apos o plaqueamento em agar de lisogenia (LA) contendo ampicilina
(100 pg / mL), foi observado o crescimento de col6nias sugestivas da insercéo de
pKD46 (SG + pKD46) (Figura 11a) e oito delas foram selecionadas e transferidas para
outra placa contendo LA e ampicilina (Figura 11b). Todas as colbnias sugestivas foram
consideradas lisas devido a auséncia de aglutinagdo em acriflavina (Figura 11c) e em
solugéo salina 2 %. As colbnias sugestivas foram entdo transferidas para LA sem
antibidtico para, assim, prosseguir-se com a confirmagao da inser¢do do plasmidio
pKD46 por PCR.
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SG str. 287/91 antes da Colbnias sugestivas de SG  Colbnias sugestivas de SG
eletroporagao (Controle Negativo) str. 287/91 + pKD46 (10 pL) str. 287/91 + pKD46 (90 L)

Figura 11. Apéds a eletroporagao foi observado o aparecimento de colénias sugestivas
tanto nas placas com 10 e 90 pL de SG contendo pKD46 e auséncia de
colénias na placa em que SG str. 287/91 foi semeado (A). Oito colénias
sugestivas em LA com 10 pyL do produto de eletroporagdo (A) foram
semeadas em outra placa (B) da qual foram testadas para rugosidade (C).

Depois de comprovada a presenca do plasmidio por PCR, a estirpe estava apta
para a mutagénese em si. A amplificacdo do fragmento linear contendo a CDS do
cassete de resisténcia ao cloranfenicol de tamanho molecular préximo aos 1114 pb
foi confirmado por meio de PCR. Posteriormente, o fragmento linear de mutagénese
foi purificado e introduzido na estirpe competente SG + pKD46 via eletroporacgéo.
Observado o crescimento de colbnias sugestivas de SG AmgtC Cf* em LA contendo
cloranfenicol, foi realizada a PCR confirmatéria (item 3.2.1.4.2.3) utilizando a
combinagao dos iniciadores mgtC_F, mgtC_R, C1 e C2 para a substituigdo do gene-
alvo pelo cassete de resisténcia ao cloranfenicol. Dessa forma, a estirpe receptora
estava apta a receber o plasmidio pCP20. Este foi introduzido por eletroporacéo e,
depois de confirmada a estrutura lisa da bactéria mutada (SG AmgtC Cf" + pCP20), o
plasmidio foi retirado. Sua exclusao foi confirmada quando o aparecimento de coldnias

sugestivas (SG AmgtC) em LA contendo ampicilina e cloranfenicol ndo foi mais
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observada. Uma colbnia sugestiva isolada em LA sem antibiético foi selecionada para

prosseguir com a PCR confirmatéria da mutagénese (item 3.2.1.4.2.3; Figura 12).

2000 pb —> Ky

1500 pb — ~

1200 ph — . -

1000 ph —= 5
—

600 pb — .
S00ph—
400 ph —» r—
MOph — -

-

mgrl Fxmgrl R mgrlC FxCl1
Figura 12. Eletroforese em gel de agarose 1,5 % da confirmacao da delecéo do gene
mgtC do genoma de SG str. 287/91. MM: Marcador de Tamanho Molecular
(100 bp Ladder Plus, Ready-to-use, Sinapse Inc, Brasil, codigo — M1071);
1,5e 9: SG str. 287/91; 2, 6 e 10: SG AmgtC Cf"; 3,7 e 11: SG AmgtC; 4,
8 e 12: Controle negativo.

O gene mgtC presente na estirpe selvagem SG str. 287/91 e sua substituicéo
pelo cassete de resisténcia ao cloranfenicol (SG AmgtC Cf") gerou amplicons préximos
a 1,2 (Coluna 1) e 1,5 Kb (Coluna 2), respectivamente. Quando o cassete de
resisténcia foi retirado com o plasmidio pCP20, obteve-se o mutante final SG AmgtC
cuja regidao amplificada com os iniciadores mgtC_F e mgtC_R resultou em produto
com tamanho molecular de aproximadamente 0,5 Kb (Coluna 3). Somente houve
amplicons gerados com os iniciadores C1 (Coluna 6) e C2 (Coluna 10) quando o
cassete de resisténcia estava inserido no genoma bacteriano (SG AmgtC Cf"). Assim,
nao foi observado produto amplificado ao utilizar o DNA da estirpe SG str. 287/91 e
do mutante final SG AmgtC, visto que a CDS de resisténcia estava ausente. Dessa
forma, a delegao dos 696 pb referentes a CDS do gene mgtC presente no genoma de

SG str. 287/91 foi possivel por meio da técnica sitio-dirigida de Lambda-red.
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5.2. Multiplicagao em meio limitante

De modo a elucidadar o efeito da acidificagdo, SG AmgtC e SG foram cultivados
em LB (Figura 13), cujo meio fornece niveis adequados de magnésio para a
multiplicagdo bacteriana. O pH foi ajustado para 7 (Figura 13a) ou 5 (Figura 13b), as

nao foi observada diferenga estatistica (P > 0,05) nas curvas de multiplicagéo.

157 @) pH 7 157 (b) pH 5
1,04 1,0
8 ]
0,54 0,5+
-~ $G AmgtC
- SG - SG
0,0 F————rr——+—+1——1— 0,0
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

Horas Horas
Figura 13. Curvas de multiplicacdo de SG AmgtC e da estirpe selvagem SG em LB
com (a) pH 7 e (b) pH 5. Nao foram observadas diferencas estatisticas entre
os pontos das curvas.

Aliado a isso, foi investigado o papel de mgtC na adaptacéo de SG para as
condigbes adversas intramacréfagicas, combinando a acidificagdo com a baixa
concentragédo de Mg?* (Figura 14). Em elevadas concentragdes desse cation (10 mM)
e em niveis neutros de pH 7 (Figura 14a), ambas as estirpes multiplicaram-se
similarmente (P > 0,05). Entretanto, sob acidificagao (pH 5) e com baixa concentragéo
de Mg?* (10 uM) (Figura 14b), SG AmgtC apresentou multiplicagéo deficiente apos 13

horas de incubagdao em comparagao com SG (P < 0,05).

0.8 (a) 10 mM Mg?* e pH 7 047 (b) 10 uM Mg?* e pH 5 .
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Figura 14. Curvas de multiplicagdo de SG AmgtC e SG em meio minimo M9 limitante
com (a) 10 mM de Mg?* e pH 7 e com (b) 10 uM Mg?* e pH 5. *, diferencas
estatisticas (P < 0,05).
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5.3. Infecgcao de macréfagos

5.3.1. Células semelhantes a macréfagos da linhagem HD11

Analisando os dados de captura bacteriana, nao foram observadas diferengas

estatisticas (P > 0,05) na fagocitose da estirpe mutante e da selvagem (Figura 15a).

Por outro lado, as sobrevivéncias intracelulares e fold-net de SG AmgtC foram

menores apos 4 hpi (P < 0,05; Figura 15b) e entre 1 e 4 hpi, respectivamente (P =

0,0004; Figura 15c).
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Figura 15. (a) Captura de SG AmgtC e SG por células semelhantes a macréfagos da
linhagem HD11 e (b) sobrevivéncia bacteriana ao longo de 20 hpi no
ambiente intracelular. Além disso, foi avaliada a (c) sobrevivéncia fold-net
das duas estirpes. ns, P> 0,05; *, P < 0,05.

5.3.2. Macréfagos primarios

Assim como nas células HD11, a auséncia de mgtC nao influenciou na captura

da bactéria pelos macréfagos primarios (P > 0,05; Figura 16a). Além disso, células
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viaveis de SG AmgtC no ambiente intracelular foram similares (P > 0,05) a contagem
de SG, exceto as 20 hpi (P =0,0004; Figura 16b). Foi também observado que a estirpe
SG AmgtC teve menores valores de sobrevivéncia fold-net entre 1 e 20 hpi como
demonstrado na Figura 16c. Dessa forma, as taxas gerais de sobrevivéncia fold-net
(20 hpi versus Captura) foram de aproximadamente de 0,005 (SG AmgtC) e 0,019
(SG) vezes, sendo estatisticamente diferentes (P < 0,0001; enquadramento em

destaque na Figura 16c).
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Figura 16. (a) Captura, (b) sobrevivéncia fold-net e (c) sobrevivéncia fold-net de SG
AmgtC e SG ao longo de 20 hpi no interior de macrofagos primarios
derivados de mondécitos do sangue periférico de galinhas. ns, P> 0,05; *, P
< 0,05.

De modo a investigar se mgtC influencia na lise de macrofagos, foi conduzido

um experimento de citotoxicidade nos estagios inicial (4 hpi) e tardio (20 hpi) da
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infecgao por meio da mensuracao de DHL liberada no meio extracelular apés a morte
dessas células. Como mostrado na Figura 17, ndo foram observadas diferengas
estatisticas nos niveis liticos de macréfagos infectados com SG AmgtC e SG em 4 hpi
(P =0,2918) e 20 hpi (P = 0,1863).

100
] SG AmgtC

80 /= SG

% da liberacao de DHL

1 1
4 hpi 20 hpi
Figura 17. Porcentagem (%) da lise de macréfagos primarios derivados de mondécitos
do sangue periférico de galinhas causado por SG AmgtC e SG nos estagios
inicial (4 hpi) e tardio (20 hpi) da infeccdo. ns, P > 0,05.

5.4. Avaliagao da patogenicidade de SG AmgitC

Nao foi isolado Salmonella spp. do mecdnio no momento da chegada dos pintos
e, assim, deu-se andamento aos experimentos in vivo. O inicio dos sinais clinicos em
aves de ambos os grupos ocorreu simultaneamente, porém observou-se uma
evolugdo mais aguda em aves do Grupo B (estirpe selvagem) em comparagado com
as do Grupo A (estirpe mutante). Com 1 dpi, dois animais desafiados com a estirpe
mutante (2/30) e trés aves inoculadas com a estirpe selvagem (3/30) estavam apaticos
e sonolentos. Aos 4 dpi, houve inicio de diarreia esverdeada discreta no Grupo A,
enquanto que no Grupo B ja estava de moderada a severa e, mais aves de ambos 0s
grupos, estavam apaticas, sonolentas, com asas caidas e penas arrepiadas. Aos 5
dpi, a diarreia estava moderada e muito severa em animais desafiados com SG AmgtC
e SG, respectivamente. Além disso, 20 aves no Grupo A (20/28) e 26 inoculadas com
SG (26/28) aparentavam enfermas. Aos 8 dpi, a diarreia tornou-se muito severa no
Grupo A e apenas duas aves estavam ligeiramente apaticas enquanto que as outras
apresentavam sinais clinicos severos. Por outro lado, todos os animais do Grupo B
estavam severamente enfermos. Ao término do experimento, dois animais desafiados

com SG AmgtC se recuperaram e trés ainda apresentavam sinais clinicos severos. Ja
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a ave remanescente desafiada com SG estava se recuperando. Em ambos os grupos
ainda era possivel notar a presenca de diarreia esverdeada.

Os 6bitos (Tabela 19) de aves desafiadas com SG iniciaram-se aos cinco dpi e
cessaram-se aos nove dpi, com pico entre o 6° e 7° dpi. Por outro lado, SG AmgtC
provocou a morte dos animais entre o 5° e 13° dpi e o pico ocorreu entre o 7° e 9° dpi.
Ao término do experimento, foi observado que a mortalidade total ndo diferiu entre os
grupos (P = 0,1967), porém houve diferenca estatistica (P = 0,0104) no que se refere
ao tempo de ocorréncia da mortalidade (Figura 18). Portanto, mesmo resultando em
taxas de mortalidade semelhantes, pode-se inferir que aves infectadas pela estirpe

selvagem sucumbem mais precocemente em relagéo as inoculadas com SG AmgtC.

Tabela 19. Registro diario de 6Obitos ao longo de 21 dias de aves semipesadas
inoculadas com 1 mL das estirpes mutante (Grupo A) ou selvagem (Grupo B) aos 21
dias de vida.

Inéculo Mortalidade
Estirpe Grupo Aves Dias pés infecg¢ao (dpi) o
(UFCImL) | 5 6 "7 g 9 10 11 12 13| Total %
SG AmgtC A 30 1 x10° 2 2 8 4 3 2 1 2 1 252 83,33
SG B 30 14x10° |2 8 11 4 - 4 - - - 292 96,66

Letras semelhantes: ndo houve diferenca estatistica (P = 0,1967) na mortalidade total (Qui-quadrado
com correcao de Yates).
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Figura 18. Curva de sobrevivéncia de aves infectadas com as estirpes mutante (SG
AmgtC) e selvagem (SG). *, diferencga estatistica significativa (P < 0,05) considerando
os eventos de oObitos ao longo do tempo por meio do teste de Gehan-Breslow-
Wilcoxon.
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5.5. Determinagao da Dose Letal 50 (DL50)
5.5.1. Curva de multiplicagao bacteriana em caldo Lisogenia
O perfil da multiplicagcdo de ambas as estirpes em LB foram semelhantes
(Figura 19) e a delegédo do gene mgtC nao afetou o metabolismo bacteriano em meio
otimo. Nota-se que, para garantir que as culturas de cada estirpe atinjam valores
proximos a 108 UFC/mL para o experimento in vivo de DL50, foi necessario o cultivo
bacteriano por 3 a 4 horas apds a transferéncia do pré-inéculo para novos LB,
possibilitando a padronizagao das dilui¢cdes.
10+
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Figura 19. Curva de multiplicacado das estirpes selvagem (SG) e mutante (SG AmgtC)
em LB ao longo de 14 horas.

5.5.2. Experimento in vivo da Dose Letal 50 (DL50)

Em relagdo a DL50, os calculos estdo descritos no Apéndice B. A DL50 da
estirpe mutante foi de 8,7x10%° UFC/mL (6,94 Log1o de UFC/mL) e a da selvagem foi
de 3,89x10° UFC/mL (5,59 Logio de UFC/mL) (Tabela 20). Portanto, foram
necessarias 22,36 vezes ou 1,36 Log1o de UFC/mL mais bactérias contendo a delegao
do gene mgtC para causar o 6bito de 50 % dos animais desafiados em comparagéao

com a estirpe selvagem.
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Tabela 20. Dose Letal 50 (DL50) de poedeiras semipesadas inoculadas com 1 mL de
diferentes doses de SG AmgtC ou SG ao longo de 21 dias.

Inéeul Mortalidade
Estirpe Grupo Aves (U“F°(‘:’,‘r‘n‘|’_) 3 6 7 8 9 10 11 12]_ DL50
dpi dpi dpi dpi dpi dpi dpi dpi
c 25 108 - - 2 7 5 4 3 1 22
SG D 25 107 - - - 1 5 4 2 1 13 6,94 Log1o
AmgtC E 25 108 - - - 2 1 - 1 - 4 UFC/mL
F 25 105 - - - - 1 2 1 - 4
G 25 108 1 5 8 5 2 1 2 - 24
SG H 25 107 - 8 3 2 2 1 2 18 5,59 Log1o
I 25 108 - - 5 4 4 3 1 - 17 UFC/mL
J 25 105 - - - 2 3 - - 1 6

5.6. Avaliagao da infecgao sistémica

As contagens dos inéculos administrados estao descritos na Tabela 21.

Tabela 21. Contagens bacterianas dos in6culos administrados.
Contagem de células viaveis (UFC/mL)

Estirpe Grupo (Via de administragao) —— -
Pré-inéculo Inéculo
L (Oral) 9,6x108
SG AmgtC - 1,32x10°
M (Subcutanea) 8,8x108
N (Oral) 9,2x108
SG 1,52x10°
O (Subcutanea) 6,8x108

Durante o exame anatomopatolégico, as lesdes observadas foram
semelhantes entre os animais de um mesmo grupo. Aos 2 dias pos-infecgao (dpi) ndo
havia alteracbes nos oOrgaos, porém aos 5 dpi foram observados acentuado
emagrecimento dos animais, esplenomegalia moderada (Grupo L e M) a severa
(Grupo N e O), moderada hepatomegalia e congestdo do 6rgao. Ademais, foi possivel
observar processos inflamatoérios nos figados de aves dos grupos M, N e O (Figura
21). Ja aos 7 dpi, uma ave do grupo L (SG AmgtC — Oral) apresentava hepatomegalia
moderada e, tanto as demais desse grupo quanto todas do grupo M (SG AmgtC —
Subcutaneo), tinham o quadro severo dessa alteragdo. Além disso, havia processos
inflamatorios nos parénquimas de figado e bagco em diferentes graus nos animais de
ambos os grupos. Ja as aves inoculadas com a estirpe selvagem (N — Oral; O —
Subcutaneo) foram observados hepatoesplenomegalia sugestivos de inflamagao

severa nesses 6rgaos em todos os animais (Figura 20).
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atomegalia nas aves dos grupos L e N em ¢ racao
ao controle negativo (Grupo P), além da presenga de focos inflamatorios
na superficie subcapsular hepatica (seta branca) e esplénica do Grupo N.
Ademais, houve esplenomegalia moderada (Grupo L) e severa (Grupo N).
Ja aos 7 dpi, os processos inflamatérios foram mais evidentes na superficie
subcapsular do 6rgao (setas brancas) nas aves desafiadas com SG
(Grupos N e O) do que nas desafiadas com SG AmgtC (Grupos L e M).

S,

Figu-ra 20.

A severidade das lesdes foi agravada aos 10 dpi (Figura 21). A perda de massa
peitoral foi evidente nos animais desafiados (setas brancas - Figura 21), sendo
possivel observar hepatomegalia antes mesmo de incisar e acessar a cavidade
celomatica (setas pretas - Figura 21). Hepatoesplenomegalia, processos inflamatérios
nos parénquimas de figado e bago e coloragbes variando de bronzeado claro a escuro
foram achados em comum entre as aves desafiadas, independente da estirpe
inoculada. Hidropericardio foi observado em uma unica ave do Grupo O (SG -
Subcutaneo). Apesar das alteragbes serem aparentemente menos severas nos
grupos desafiados por SG AmgtC até o 7° dpi, as contagens de células viaveis entre
ambas (UFC/g de 6rgdo) nao diferiram estatisticamente (P > 0,05) independente do
orgao e do dia de colheita (Figura 22). Entretanto, foi observado por meio da regresséo
que as contagens de SG foram superiores na fase aguda da infecgdo e com picos

antecipados em relagao aos grupos infectados com SG AmgtC.



Figura 21. Aos 10 dpi, observar as massas musculares peitorais (setas brancas) e hepatomegalia (setas pretas) das aves inoculadas
oralmente com as estirpes mutante (Grupo L) e selvagem (Grupo N). Aves n&o inoculadas (Grupo P) apresentavam bom
desenvolvimento muscular e nao tiveram alteragdes hepaticas e esplénicas. Notar perda de musculatura,
hepatoesplenomegalia, alteragdo na coloragdo do figado e presenca de focos brancos nas superficies subcapsular
hepatica (hepatite) e esplénica (esplenite) de aves desafiadas (Grupos L e N).
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75

Quando compara-se o numero de células viaveis de SG independente da via
de administracdo e do 6rgao analisado, observa-se que as contagens nao foram
influenciadas entre um dia de colheita e o seguinte (P > 0,05). Entretanto, na fase
inicial da infecgdo por SG AmgtC houve aumento significativo (P < 0,05) de células

viaveis em figado e bago de 2 para 5 dpi apds desafio oral (Tabela 22).

Tabela 22. Interagcdo do tempo com a contagem de células viaveis de SG AmgtC e
SG em o6rgaos apos diferentes vias de inoculagio.

Inoculagao oral Inoculagado subcutanea
Intze(;‘:i(,;éo Figado Baco Figado Baco
Diferenca* Valor de P Diferenca* Valorde P | Diferenga* Valorde P  Diferenga* Valor de P
Q 2x5 2,29 0,047 2,57 0,018 0,99 0,667 0,57 0,972
g 5x7 0,12 0,994 0,55 0,913 -0,26 >0,999 0,70 0,928
8 7x10 0,07 >0,999 -0,147 0,999 -0,24 >0,999 -0,52 0,982
2x5 1,70 0,380 1,40 0,801 1,46 0,055 0,99 0,725
8 5x7 -0,19 0,943 0,03 >0,999 0,21 >0,999 0,10 >0,999
7x10 -1,04 0,348 -0,79 0,424 -2,31 0,317 -1,75 0,147

* Diferenga de células viaveis em Logy, de UFC/g de 6rgao

5.7. Mensuragao de citocinas por RT-qPCR

Durante a determinagao da eficiéncia dos iniciadores, obteu-se eficiéncias de
amplificagado (%E) variando entre 85,3 e 101,3 % e coeficientes de correlagado (r?)
maiores do que 0,985 (Tabela 23). Dos cinco genes de referéncia candidatos, apenas
aquele referente a B-actina (ACTB) foi excluido da etapa seguinte por apresentar
eficiéncia de amplificagao abaixo de 90 %. Todos os genes de referéncia aqui testados
apresentaram-se abaixo do ponto-de-corte de 0,5 no Normfinder e de 1,5 no geNorm.
Em ambos os softwares foi indicada a combinagao de GAPDH e rRNA 28S baseando-
se nos valores de estabilidade de 0,045 (Normfinder) e 0,957 (geNorm).
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Tabela 23. Informagdes de amplificagdo para analise da expresséo génica relativa por

RT-qPCR.
Gene Eficiéncia de Coeficiente de Slope _intercept Temperatura de
amplificagdo (%E) correlagdo (r?) P y P melting (°C)

GAPDH 100,0 % 0,997 - 3,321 28,541 81,0°C
o)
2 | rRNA 28S 101,3 % 0,997 - 3,292 22,263 83,0°C
«@D
o uB 95,3 % 0,989 - 3,439 28,058 83,0°C
-]
3
= HPRT 91,6 % 0,995 - 3,542 34,018 77,5°C
(O)

ACTB* 85,3 % 0,989 -3,733 26,721 82,5°C
o
% LITAF 95,3 % 0,989 -3,440 32,837 84,5°C
s
e
8 IFN-y 91,3 % 0,985 -3,550 39,187 80,0 °C

*Nao foi considerado candidato a gene normalizador devido a eficiéncia de amplificagcao estar fora do
nivel aceitavel (90 % < %E <110 %).

A expressdo do mRNA relativo ao LITAF (Figura 23) induzida tanto por SG
quanto por SG AmgtC diferiu (P < 0,05) do grupo controle negativo (CN) aos 2 e 5 dpi
em tonsilas cecais e bago, com redugao ao longo do processo infeccioso. Ja o mRNA
relativo ao IFN-y (Figura 23) foi mais expresso (P < 0,05) aos 5 dpi nas aves
infectadas. Aos 7 dpi, essa diferengca (P < 0,05) s6 foi observada entre o grupo
infectado com SG AmgtC e o CN em tonsilas cecais. Nao foram observadas diferencas

na expressao de ambas as citocinas entre as aves infectadas por SG e SG AmgtC.
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Figura 23. Niveis de expressdao de mRNA relativo as citocinas LITAF e IFN-y em bago e tonsilas cecais de aves nao-infectadas e
inoculadas oralmente com SG AmgtC e SG. *, estatisticamente diferente (P < 0,05); ns, diferengas estatisticas nao-significativas (P
> 0,05).
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5.8. Contagem da populagao de macroéfagos, CD4* e CD8*

A populacao de macréfagos foi significativamente maior (P < 0,05) nos grupos
infectados por ambas as estirpes (SG AmgtC e SG) em comparagao ao grupo controle
negativo (CN) apds 2 dpi e 5 dpi em tonsilas cecais e figado, respectivamente. Essa
diferenga nao foi observada (P > 0,05) aos 10 dpi em ambos os 6rgaos. Ademais, néo
houve diferenga estatistica (P > 0,05) entre os grupos infectados.

Ja as contagens de linfocitos T CD8* foram mais elevadas aos 2 (P = 0,0079)
e 5 (P =0,0018) dpi em tonsilas cecais e aos 5 (P = 0,038) e 7 (P = 0,0456) dpi em
figado de aves inoculadas com SG AmgtC em relagdo ao CN. Além disso, a diferencga
do grupo inoculado com SG foi maior em comparagédo com CN aos 2 dpi (P = 0,0007)
em tonsilas cecais e aos 2 (P = 0,0038) e 5 (P = 0,0154) dpi em figado. Comparando-
se SG e SG AmgtC, o primeiro induziu maior (P < 0,05) populagado de CD8" em figado
aos 2 dpi em comparagao aos outros dois grupos. Esse cenario inverteu-se aos 5 dpi
com aumento da populagédo de CD8" resultante da infec¢ao por SG AmgtC (P < 0,05).

Nao houve diferenca (P > 0,05) na populagdo de CD4* devido a infecgao por
ambas as estirpes de SG. Nesses grupos foi possivel observar a redugéo de CD4" a
partir de 5 dpi. Por outro lado, a concentracdo desse linfécito em aves do CN foi
estatisticamente inferior (P < 0,05) a de aves infectadas com SG AmgtC aos 2,5e 7
dpi em tonsilas cecais e aos 5 e 7 dpi em figado. Ademais, também diferiu (P < 0,05)
de animais inoculados com SG aos 2 e 5 dpi em tonsilas cecais e aos 5 e 7 dpi em
figado. Imagens das imunomarcac¢des de macrofagos e de linfocitos T CD4* e CD8*
estdo disponiveis nas Figuras 24, 25 e 26, respectivamente. Os resultados das

contagens das populacdes de células imunes estdo presentes na Figura 27.
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Figura 24. Secgbes de figado (acima) aos 5 dpi e tonsilas cecais (abaixo) aos 7 dpi com imunomarcagéo de macréfagos (marrom)
de aves nao-infectadas (CN) ou inoculadas oralmente com SG AmgtC ou SG. Imagens registradas em objetiva de 40x.
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6. DISCUSSAO

Salmonella Gallinarum biovar Gallinarum (SG) causa o tifo aviario, doenga de
curso agudo e que provoca alta mortalidade (Chappell et al., 2009; Freitas Neto et al.,
2020). Durante a infecgdo sistémica, a bactéria sobrevive no interior de células
fagociticas (Wigley et al., 2002). Para adaptar-se a esse ambiente intracelular hostil
em camundongos, Salmonella Typhimurium transcreve o gene mgtC, cuja auséncia
compromete sua patogenicidade (Blanc-Potard e Groisman, 1997; Lee e Lee, 2015;
Choi et al., 2017a; Choi et al., 2019; Yeom et al., 2020). Tendo em vista o exposto
acima, hipotetizou-se que a delegdo do gene mgtC atenuaria SG em aves devido a
importancia da interagao do patégeno com células fagociticas.

Primeiramente, conduziu-se um experimento para mimetizar o ambiente hostil
acidificado e com baixa concentragdo de Mg?* do interior dos macréfagos. Essas
variagdes sao detectadas pelo sistema PhoP/PhoQ que, por sua vez, ativa a
expressao de MgtC (Retamal et al., 2009; Lee e Groisman, 2012a; Lee e Lee, 2015).
Observou-se que somente a acidificagao nao afetou a multiplicagdo de SG AmgtC
(Figura 13b). Mesmo que MgtC nio seja um transportador de Mg?*, sua expresséao é
necessaria para a multiplicacdo bacteriana em meio contendo baixas concentragcdes
desse cation (Groisman et al., 2013). Um dos mecanismos de patogenicidade da
bactéria depende da inibicdo da proteina F1Fo ATP Sintetase (Lee et al., 2013) para
reduzir o influxo de H* e a producao excessiva de ATP, o qual possui alta afinidade
em se ligar ao pouco Mg?* livre no citosol (Lee et al., 2013; Lee e Lee, 2015). Dessa
forma, os resultados aqui encontrados poderiam ser explicados pelo fato de que o
caldo nutriente LB fornece as quantidades adequadas de Mg?* tanto para o
metabolismo basal quanto para a multiplicagdo bacteriana (Pontes et al., 2015b;
Pontes et al., 2016) e que, mesmo que MgtC seja expresso em baixo pH, a elevada
produgdo de ATP encontra-se em equilibrio fisiolégico com a alta quantidade de Mg?*
disponivel.

Ja a combinacgéo entre a acidificagdo e a baixa concentragdo de Mg?* reduz a
multiplicagdo de SG AmgtC apds 13 horas (Figura 14b). Somente o pouco Mg?* foi
capaz de reduzir o numero de células viaveis de Salmonella Typhi contendo a delegéo
de mgtC em meio limitante (Retamal et al., 2009). Assim, quando esse cation esta em

baixas concentracdes € necessaria a acdo de MgtC e, portanto, um mutante incapaz
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de expressa-la ndo conseguiria atingir o equilibrio fisioldgico entre ATP e Mg?*,
afetando sua multiplicagdo. Isso poderia atrasar a multiplicagdo bacteriana em
macrofagos, conforme observado no presente estudo.

Durante a infec¢ao de células semelhantes aos macrofagos da linhagem HD11
e de macrofagos primarios derivados de monécitos do sangue periférico de galinhas,
observou-se que a delegao de mgtC nao influenciou na fagocitose de SG assim como
relatado anteriormente em Salmonella Typhimurium sem os genes mgtCB (Smith et
al., 1998). Notou-se que o numero de células viaveis de SG AmgtC foi estatisticamente
menor em relagéo a estirpe selvagem em HD11 desde 4 hpi até o término do estagio
tardio da infeccdo. Além disso, aumentou-se a quantidade de SG com 4 hpi enquanto
o mutante obteve taxas de sobrevivéncia inferiores (Figura 15b). Alguns estudos,
utilizando células imortalizadas, demonstraram que na fase inicial da infec¢do com 2
hpi (Retamal et al., 2009) e 5 hpi (Yeom et al., 2018) ja havia menores quantidades
de Salmonella com mgtC defectivo no ambiente intracelular. Contudo, esse fendétipo
nao foi observado em macréfagos primarios uma vez que mesmo com reduzida
sobrevivéncia de SG AmgtC a partir de 4 hpi, 0 numero de células viaveis so6 foi
estatisticamente inferior no estagio tardio da infec¢ao (20 hpi; Figura 16b). Entretanto,
independente da linhagem celular, houve menor quantidade de SG AmgtC em relagao
a estirpe selvagem no estagio tardio, assim como reportado por estudos envolvendo
STM AmgtC (Lee et al., 2013; Pontes et al., 2015a; Yeom et al., 2018; Park et al.,
2019). Dessa forma, os resultados do presente estudo foram consistentes com os
anteriores.

Apesar do exposto acima, foram notadas diferengcas no controle da infecgéo
pelas linhagens celulares. Os monocitos U937 s&o células imortalizadas que se
diferenciam em macréfagos (Patruno et al., 2015) e MgtC de ST é necessario para a
infeccao inicial (2 hpi) e tardia (24 hpi) dessas células (Retamal et al., 2009). Vale
ressaltar que as infecgdes em células para o estudo do gene mgtC sao comumente
realizadas em células imortalizadas (Retamal et al., 2009; Lee et al., 2013; Pontes et
al., 2015a; Yeom et al., 2018). Esse tipo celular, assim como HD11, s&o facilmente
cultivados, mas podem nao apresentar as fungdes de uma célula normal e expressar
padrées génicos unicos nao encontrados in vivo (Carter e Shieh, 2015). Como

exemplo, HD11 nado reduz a multiplicacdo de traquizoitos de Toxoplasma gondii,
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enquanto macrofagos primarios de aves conseguem controlar (Malkwitz et al., 2018).
Portanto, os resultados oriundos das infecgcbes em macrofagos primarios nos
fornecem o fendtipo préximo ao que acontece in vivo.

Curiosamente, considerando que a proteina MgtC é altamente sintetizada no
ambiente intramacrofago (Srikumar et al., 2015), a literatura pouco elucida a
citotoxicidade de mutantes mgtC. Pseudomonas aeruginosa contendo a delegéo
desse gene provocou niveis reduzidos de lise celular (Belon et al., 2015; Garai et al.,
2019) devido a expresséao de niveis inferiores de genes do TTSS (Garai et al., 2019).
Em Salmonella, o TTSS da SPI-2 (TTSS-2) promove a sobrevivéncia bacteriana
(Jones et al., 2001; Li et al., 2009) e morte celular (Li et al., 2009). Adicionalmente,
sua acgao resulta na morte de macrofagos primarios derivados de leucécitos do sangue
periférico de galinhas durante o estagio inicial da infecgdo por Salmonella Enteritidis
(Li et al., 2009). Em contradicdo com os estudos utilizando P. aeruginosa, nao foi
observada correlagado entre mgtC e a lise celular, tendo em vista que SG AmgtC e SG
apresentaram os mesmos niveis de citotoxicidade nos estagios iniciais e tardios das
infeccdes de macréfagos (Figura 17). Semelhantemente, a lise por STM AmgtC nao
diferiu da estirpe selvagem (Yeom et al.,, 2018). Mesmo se mgtC interferisse na
producao das proteinas do TTSS-2 em SG, foi demonstrado que a auséncia de genes
constituintes desse sistema de secreg¢ao nao interfere na morte celular (Jones et al.,
2001). Dessa forma, estudos devem ser conduzidos para elucidar o mecanismo
citolitico provocado por SG.

Ao avaliar a exigéncia de mgtC para a patogenia do tifo aviario, verificou-se que
nao houve diferenga de invasividade por meio da contagem de células viaveis de SG
e SG AmgtC em figado e baco. Por outro lado, o gene & expresso durante a
colonizagéao intestinal de Salmonella (Harvey et al., 2011) e pode ser necessario para
a infeccao inicial (Retamal et al., 2009). Essa diferenca pode ser devido ao fato de que
um pequeno RNA transatuante (frans-acting small RNA) do locus mgtCBR cumpre
papel na presenca do flagelo (Choi et al., 2017b; Miranda-CasoLuengo et al., 2017) e
a auséncia de proteinas constituintes dessa estrutura reduzem a colonizagao intestinal
em aves e a captura por macréfagos de sorovores do paratifo aviario (Freitas Neto et
al., 2013; Olsen et al., 2013; Barbosa et al., 2017). Ademais, a expressao de flagelos

por SG (SG Fla™) permite a colonizagdo o intestino de aves e maior invasividade em
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células CKC (Freitas Neto et al., 2013). Portanto, é possivel que a auséncia de mgtC
teria pouco efeito na patogenia inicial do tifo aviario uma vez que SG é aflagelado
(Kaiser et al., 2000) e nao coloniza eficientemente o intestino (Setta et al., 2012;
Rychlik et al., 2014).

Observou-se que as aves inoculadas com ambas as estirpes desenvolveram
0s mesmos sinais clinicos, porém foram mais tardios naquelas infectadas com SG
AmgtC. Ademais, a auséncia do gene nao afetou o numero total de ébitos para SG (P
= 0,1967; Tabela 19) como ocorreu para STM (Blanc-Potard e Groisman, 1997; Choi
et al., 2017a; Choi et al., 2019). Entretanto, houve diferenga (P = 0,0104) no tempo
necessario para que as aves viessem a o6bito (Figura 18). O uso do método Gehan-
Breslow-Wilcoxon (Machin et al., 2006) para avaliagdo das curvas de mortalidade
permitiu inferir que as aves inoculadas com a estirpe selvagem vieram a ébito mais
precocemente do que aquelas desafiadas com SG AmgtC.

A auséncia de mgtC atenuou discretamente a bactéria, visto que para causar
50% de mortalidade (DL50) foram necessarias aproximadamente 1,35 Logio de
UFC/mL mais bactérias da estirpe mutante (6,94 Logio de UFC/mL) em relacdo a
estirpe selvagem (Tabela 20). A DL50 da estirpe selvagem (5,59 Log1o de UFC/mL)
foi semelhante a Salmonella Gallinarum 9 (5,20 Logio de UFC/mL) descrita por
Berchieri et al. (2001). Ao nosso conhecimento, ndo ha estudos que elucidem a DL50
envolvendo mutantes mgtC, mas Blanc-Potard e Groisman (1997) calcularam que 40
a 50 % dos camundongos inoculados com Salmonella Typhimurium com deleg¢ao dos
genes mgtCB sobreviveram a doses de 15 a 150 vezes a DL50 da estirpe selvagem.

Salmonella Gallinarum provoca anemia e septicemia (Freitas Neto et al., 2007;
Chappell et al., 2009) e a resposta imune associada a infec¢do varia de acordo com a
patogenicidade da estirpe (Chappell et al., 2009), além da idade e da linhagem da ave
(Wigley et al., 2005; Penha Filho et al., 2016; Batista et al., 2018; Psifidi et al., 2018;
Huang et al., 2019). Nesse cenario, a imunidade celular € de suma importancia para
conter o processo infeccioso e eliminar o microrganismo (Chappell et al., 2009). LITAF
e IFN-y promovem a atracdo e ativagdo de macréfagos, respectivamente (Setta et al.,
2012; Pati et al., 2013). No presente estudo, essas citocinas foram expressas em
niveis mais elevados (P < 0,05) em comparagdo ao controle negativo, mas nao

diferiram entre aves desafiadas com SG e SG AmgtC (Figura 23). Isso reforga o
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achado de populagdo semelhante de macréfagos entre esses dois grupos infectados
(P > 0,05). Em estudo prévio, foi demonstrado que a expressdo de ambas citocinas
por CD8* nao foram influenciadas pela multiplicagao intracelular de STM (Sad et al.,
2008).

Geralmente, as bactérias tém a habilidade de reduzir sua multiplicacédo e
direcionar o status metabdlico para tolerar ou persistir sob mudancas ambientais.
MgtC tem papel crucial na homeostase de ATP para garantir a persisténcia do
patogeno (Lee et al., 2013). Como exemplo, no quadro tiféide causado por Salmonella
Dublin em bovinos da raca Holandesa houve reducgao da persisténcia de mutante com
deplecdo de mgtC no quarto dia pds-infeccao (Pullinger et al., 2007). Por outro lado,
a delecao do gene nao afetou a persisténcia de SG em figado e baco, mas ao analisar-
se as curvas polinomiais, pode-se observar uma menor quantidade de SG AmgtC nos
primeiros dias pos-infecgdo e uma menor quantidade nao-significativa (P > 0,05) de
macrofagos em bacgo (Figura 22).

Linfocitos T citotoxicos (CD8*) e auxiliares (CD4") sdo importantes no controle
da infecgao sistémica por Salmonella spp. (Lopez-Medina et al., 2014; Lopes et al.,
2016; Penha Filho et al., 2016). Observou-se que houve maior (P < 0,05) populagéo
de linfécitos T CD8" induzidos por SG selvagem na fase inicial da infeccéo (2 dpi;
Figura 27). Em estudo prévio também utilizando aves susceptiveis ao tifo aviario, a
patogenicidade da estirpe pode estar relacionada com maior indugdo dessa célula de
defesa (Lopes et al.,, 2016). Comparando-se a estirpe selvagem de SG com um
mutante expressando flagelo (SG Fla*), o segundo provocou lesdées menos intensas,
menor mortalidade e menos infiltrados de CD8" (Lopes et al., 2016). Outro estudo
demonstrou que Salmonella Typhimurium selvagem induziu a resposta de células T
CD8" mais intensas, porém menos funcionais do que as induzidas por estirpes
atenuadas e com baixa taxa de multiplicagdo intramacrofagica (Sad et al., 2008).
Apesar de ter ocorrido a indugao de linfocitos T CD4* por SG AmgtC e SG em
comparagao ao grupo controle, ndo houve diferenga entre os grupos infectados
(Figura 27). Esses linfocitos possuem papel central no controle da infecgdo aguda por
patdgenos intracelulares (Green, DiFazio, Flynn, 2013) e, assim como Natural Killers
e macrofagos, secretam IFN-y e participam do clearance bacteriano (Lapaque et al.,

2009; Green, DiFazio, Flynn, 2013; Lopes et al., 2016). O aumento da multiplicagéo
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do patégeno no ambiente intracelular promove uma persisténcia elevada na
apresentacao de antigenos e consequente resposta defectiva de linfécitos T CD8*
(Sad et a., 2008), cuja exaustao é evitada pela agao de células CD4" no controle de
patogenos (Lu et al., 2021).

A delecdo de mgtC nao atenuou SG, mas reduziu a proliferacdo bacteriana
intramacrofagica. A baixa multiplicacéo de estirpes sem esse gene (Retamal et al.,
2009; Lee, Choi e Groisman, 2014) possivelmente limita a apresentagao de peptideos
de antigenos, resultando no atraso da resposta mediada por linfécitos T (Luu et al.,
2006; Sad et al., 2008). Mesmo assim, SG AmgtC demonstrou-se capaz de evadir o
sistema imune da ave ao induzir um pico de citocinas pro-inflamatérias e causar alta
mortalidade com a redugdo da expressao das citocinas e das células de defesa
(Wigley et al., 2002; Garcia et al., 2013; Penha Filho et al. 2016; Lopes et al., 2016)
aqui mensuradas ao longo do tempo.

Entretanto, mesmo com aumento da populagcdo de CD4* e CD8* durante a
infeccao sistémica inicial, ambos linfécitos T foram reduzidos com a agravamento do
quadro clinico do tifo aviario, fato também observado anteriormente (Lopes et al.,
2016; Penha Filho et al., 2016). Durante a fase aguda da infecgdo, SG causa efeito
citopatico de leucécitos, provocando lise celular e consequente liberagao bacteriana
ao meio extracelular (Garcia et al., 2009). Considerando a baixa sobrevivéncia de SG
AmgtC em macrofagos apos 20 hpi e semelhante taxa de citotoxicidade em
comparacao a SG, pode-se inferir que menos células bacterianas sao liberadas de
modo a realizar a disseminagao célula-a-célula (Mastroeni e Grant, 2011). Além disso,
debris de LPS de SG acumulam-se rapidamente nos tecidos (Buxton e Davies, 1963).
Dessa forma, as agdes citolitica e citopatica (Buxton e Allan, 1963; Freitas Neto et al.,
2020) desencadeiam quadro de leucopenia (Freitas Neto et al., 2007; Garcia et al.,
2009), que tem sido correlacionado com os 6bitos no tifo aviario (Garcia et al., 2009).

Baseando-se em outros patdégenos, uma desregulagdo dos mecanismos que
controlam a sinalizacdo por TLR hiperativa as células do hospedeiro pelos debris
bacterianos, resultando em choque séptico. Assim, uma inflamagao excessiva pode
resultar em morte (Medvedev et al., 2006). Aves resistentes as salmoneloses
sistémicas sdo capazes de limitar a multiplicagdo do patégeno e elimina-lo,

desenvolvendo resposta imune adaptativa (Wigley et al., 2002). Por outro lado, aves
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susceptiveis nao controlam a multiplicacdo bacteriana, resultando em doenca e
elevadas taxas de mortalidade (Wigley et al., 2002). Observamos que entre 2 e 5 dpi
houve uma influéncia do tempo na fase aguda da infecgcao por SG AmgtC apos desafio
oral. A baixa concentragdo da bactéria mutante demandou mais tempo para atingir
elevados picos. Possivelmente, menos endotoxinas de SG AmgtC acumularam-se nos
tecidos no estagio inicial da infecgao, o que resultaria no atraso dos sinais clinicos,
choque séptico e obitos.

O gene mgtC foi necessario para a patogénese do tifo aviario, mas néo se
mostrou um fator de viruléncia primordial para a patogenicidade de SG tendo em vista
a importancia da via sistémica para o patégeno. Previamente, a delegdo de toda a
SPI-3 de Salmonella Enteritidis ndo afetou a viruléncia do patégeno em aves (Rychlik
et al., 2009). Assim, os achados no presente estudo possivelmente ocorreram pela
dependéncia da resposta das aves as salmoneloses sistémicas ser maior pela
expressado do locus SAL1 (Psifidi et al., 2018), relacionado a resposta oxidativa
(Wigley et al., 2002), do que pelo gene Nramp1, associado ao balango de Mg?* no
SCV (Cunrath e Bumann, 2019) e necessario a resisténcia em outras categorias
animais (Wigley, 2004; Cunrath e Bumann, 2019), mesmo que Nramp1 possua algum
efeito na doenca sistémica (Wigley, 2004). Portanto, no presente estudo, a auséncia
do gene mgtC alterou a patogénese do tifo aviario, mas sua presenca nao demonstrou
ser essencial para a patogenicidade de Salmonella Gallinarum em aves susceptiveis

como foi descrito em outros sorovares de Salmonella infectando distintos hospedeiros.
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7. CONCLUSAO

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

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

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

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

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

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

de Salmonella infectando mamiferos.
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A. Verificagao do tamanho dos amplicons

Para predizer os tamanhos dos amplicons a serem visualizados na PCR de
checagem, foi utilizado o software CLC Sequence Viewer v. 6.4 para Windows (CLC
Bio, A/S, Aarhus, Denmark). Inicialmente, a sequéncia do genoma no formato “.fasta”

foi obtida na plataforma online NCBI e salva no computador (Figura 1A).

2} & Seguro | httpsy/Awesesenchinlm.nih.gov/nuccore 933173 1 report=fasta |l O
S NCBI  Resources ¥ Hov Sign in tg MCEI
Nucleotide Nucletide v ' ' o o o Search

Advanced Help

@ Leamn mare about upcorming changes to the Mucleotide, EST, and G55 databases

FASTA = Send to: = 7
In shown i

® Complete Record

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Gallinarum str. 287/91 ¢ © Coding Sequences L,
GenBank: AMI33173.1 Gene Fealures B

GenBank  Graphics Choose Destination |
>AM933173.1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Gallinarum str. 287/91 complete ® File Clipboard Bquence
Eenome Collections Analysis Taol
TTGACTTAGGCEGECATATACTTTARCCAAT AT AGGAAT ACANGACHIAC AMAT AMARATGACASAGT AC

ACABRCATCCATAARCCECATCAGCACCACCACCATTACCACCATCACCAT TACCACASGTAACGETGLEE

GCTAACGCETACAGEAABCAC MG AARBAGCCCGCACCTEAM ASTACEEGCTTTTTTTTCGACCAGASA Download 1 tem.

TCACGAGIGT ARCARCCATGCGAGTETTGAMGT TCGGCGETACATCATTAGCARATGCAGAACGTTTTCTG Farmat ce Features

CATATTACCAATATTCTAAAARGCAATACCAGCAARGECAGAGTAGCGAC CATACTTTCCACCCCOGIEA FASTA ¥

ABATTACCARCCATCTEGTAGCRATGAT TGARAAAACTATCGGCGECCAGGATGCTTTECCEAATATCAS

CGATGCCAARCGTATTTTTTC TGACCTECTCaCAGEACTTECCAGCGCAE MECCGEGATTCLCACTTACA Show GI -
CGATTGAARATGETTAT CGAACANGARTTCACTCAGATCARACATGTTTTGCATGATATCASCCTGCTES nation
GTCAITECCCAEATAGCATCARCGL CGCGCTAAT TTECCATGECGARAAAATGT CAAT CGCGATTATAGE

GEEACTTCTAGEAGECECATAGECAT CACETCACGATEATCEATCCGATAGAAAAACTGTTEECGETGAGT

CATTACCTTGRATCTACCGTCGATATCECGEAAT CGACTCECCATATCGECGEC MECC AGAT CCCGECCE BloPraject
ATCACATGATCCTGATEGEGEGETT TACCGCCGETAATGARARGGE TGARC TEG TAETGCTEGECCATAR

TGGTTCCAACTAT TCCGCCACCATECTAECCACCTATT TACGEACTGACTGCTG TAARATC TAEAC THAC BioSample
GTCEATEECETETATACCTATGACC CGCECCAIGTGCCGEACGCCAGECTACTGARAT CGATGTCCTACC
AGGARGCGATGAARCTCTCTTACTTCGECGCCARRGTTCTTCACCCTCEACCATTACGCCCATCGCCCA
GTTCCAGATCCCCTATCTGAT TAARBAT ACCEET AATCCACAGECECCAGGARCGLTEATCEGCECGTCC Pubhded
AGCGACGATGATABCCTGCCGETTARAEEGATCTCTARCCTTAACABCATGACGATGT TTASCETCTCCS

GLCCEREAATEAARIGEATAAT TAGAATEECGECACETATTTTCACCACCATETCTCGOACCGAEATCTE Taxunumy
GETEGTECTCATTACCCAGTCCTCC TCTEAGT ACAGCATCASCTTCTETE TGCCGCAGAGTGACTGCECS

CATACCCaCCaTEEGATGCAGGATEAGTTCTATCTAGAGCTGAARGRAAGEGCTGE TEGAECLGCTAECES Component OF

Pratein

Figura 1A. Formato “.fasta” disponivel na plataforma NCBI. Clicar em create file para
realizar o download do arquivo.

Ao abrir o programa CLC Sequence Viewerv. 6.4, o icone Import foi acessado
de modo a abrir o arquivo com o genoma completo salvo previamente. Em seguida,
na janela Sequence Settings, clicou-se no item Find e a sequéncia do iniciador foi
incluida na caixa de texto Sequence (Figura 2A). Para isso, primeiramente foi
adicionada a sequéncia do iniciador forward e depois o clicou-se na caixa Find. Ao
localizar a posicdo de anelamento do iniciador, a posicdo da primeira base
nitrogenada foi registrada. Em seguida, a sequéncia do iniciador reverse foi
transformada em sequéncia reversa complementar e o processo utilizado com o
iniciador forward foi repetido, registrando-se a posigao da ultima base nitrogenada. Foi

adotado o mesmo procedimento com os iniciadores de mutagénese, porém ao invés
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de selecionar as 70 bases nitrogenadas dos mesmos, foram utilizadas as bases

nitrogenadas referentes ao genoma bacteriano (primeiros 50 pb).

File Edit Search Wiew Toolbox Waorkspace Help
s - % | re _ 5
8.8 0 & 3B S S el TN e B S
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Figura 2A. Genoma de SG str. 287/91 importado para o software CLC Sequence
Viewer. A direita, encontra-se a janela Sequence Settings em que sao
acrescidas as sequéncias dos iniciadores de checagem.

No presente estudo, as posigdes da primeira e da ultima base nitrogenada
referentes aos iniciadores forward e reverse sédo 3853281 e 3854499,
respectivamente. Dessa forma, o produto a ser gerado na estirpe selvagem com o par
de iniciadores de checagem (3854499 - 3853281) € de 1219 bases nitrogenadas
(aproximadamente 1,2 Kb). O cassete de resisténcia ao cloranfenicol possui tamanho
préximo a 1000 bases nitrogenadas (1 Kb) e o gene mgtC a 696 bases nitrogenadas.
Assim, ao realizar a substituicdo do gene mgtC pelo cassete de resisténcia ao
cloranfenicol, a regido alvo da estirpe selvagem (1219 bases) perde 696 bases
referentes ao gene (1219 — 696 = 523 bases), porém 1000 bases do cassete de
resisténcia (623 + 1000 = 1523 bases) sao acrescidos. Ao final, o cassete de
resisténcia é retirado (1523 — 1000) e um amplicon de 523 bases é gerado. Portanto,
as PCRs de checagem das estirpes selvagem (SG), com cassete de resisténcia ao
cloranfenicol (SG AmgtC + CI") e da estirpe mutante final (SG AmgtC) resultam em

amplicons de aproximadamente 1,2 Kb, 1,5 Kb e 0,5 Kb, respectivamente.
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B. Calculo da Dose Letal 50 (DL50)

O calculo da DL50 foi realizado em trés etapas. As duas primeiras
representam o calculo da DL50 em Log1o, conforme descrito por Reed e Muench

(1938). A terceira etapa foi realizada para o calculo da DL50 em UFC/mL. Para isso,

foi encontrado o Antilog1o da DL50 calculado por meio das Etapas 1 e 2.

Etapa 1

n° logo acima de 50 % de 6bitos-metade do n° de animais
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Etapa 2
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Etapa 3
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DL50(sG Amgro) = 8,7x10° UFC/mL
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