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AVALIACAO DA IMUNIDADE MATERNA NA PROGENIE DE
REPRODUTORAS PESADAS VACINADAS COM UM CANDIDATO VACINAL
RECOMBINANTE CONTRA Salmonella Enteritidis.

RESUMO - Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (SE) é o
principal agente de doencas transmitidas por alimentos (DTA) em seres humanos.
Vacinagéo apresenta-se como uma das ferramentas mais utilizadas para prevenir a
colonizacéao e infeccao por SE em aves. O presente estudo avaliou a eficacia de um
candidato vacinal recombinante contra SE. Trinta aves matrizes pesadas e cinco
aves machos com 10 semanas e status Salmonella-free foram alojadas e divididos
em 3 grupos: ndo vacinado (NV), vacinado com candidato vacinal recombinante
(VAC) e vacinado com bacterina comercial (BAC). Amostras de soro e ovos
embrionados foram colhidos em dois periodos apés a dose booster, para
guantificacdo da taxa de transferéncia de IgY para os ovos e a progénie. Quarenta
pintos de um dia da progénie foram divididos em dois grupos, NV e VAC, e
desafiados com 107 UFC de SE no segundo dia de vida. Soro, fragmentos de
intestino e figado e conteudo cecal foram colhidos em cada grupo. Os niveis de IgY
foram significativamente maiores no grupo VAC comparado com o NV em todos os
periodos no soro e gema de ovos embrionados de matrizes pesadas e no soro das
progénies, sendo as taxas de transferéncias de IgY maiores no grupo VAC
comparado com grupo BAC. Foram encontradas maiores relagbes vilo-cripta no
duodeno, jejuno e ileo a 4 dpi na progénie do grupo VAC. Foi utilizado uma elevada
dose desafio de SE (10" UFC/pinto), no entanto, apesar da forte resposta imune, ndo
houve diferenca estatistica na recuperacdo de SE no conteudo cecal das progénies.
Assim, outros estudos sobre a capacidade de estimulo a resposta imune mediada
por células, a protecdo a diferentes doses desafio e capacidade de protecdo direta
na ave vacinada, auxiliardo na elaboracdo dessa vacina.

Palavras-chave: Salmonella Enteritidis, imunidade humoral, morfologia
intestinal, progénie, vacina recombinante



EVALUATION OF THE MATERNAL IMMUNITY TRANSFERENCE TO
OFFSPRING FROM BROILER BREEDERS VACCINATED WITH A CANDIDATE
RECOMBINANT VACCINE AGAINST Salmonella Enteritidis

ABSTRACT - Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (SE) is
the main cause of foodborne diseases (FBD) in humans. Vaccination is one of the
most used tools to prevent colonization and infection by SE in birds. The present
study evaluated the effectiveness of a candidate for SE recombinant vaccine. Thirty
broiler breeders and five roosters with 10 weeks age and Salmonella-free status
were housed and divided into 3 groups: unvaccinated (UV), vaccinated with
recombinant vaccine candidate (VAC) and vaccinated with commercial bacterin
(BAC). Samples of serum and embryonated eggs were collected 7 and 12 weeks
after the booster dose, to quantify the transfer rate of IgY to the eggs and the
progeny. Forty day-old progeny chicks were divided into two groups, UV and VAC,
and challenged with 107 CFU of SE on the second day of life. Serum, fragments of
intestine and liver and cecal content were collected in each group. The IgY levels
were significantly higher in the VAC group compared to the UV in all periods in the
egg yolk and broiler breeders’ serum and in the progeny’s serum, with the IgY
transfer rates being higher in the VAC group compared to the BAC group. Greater
vilo-crypt ratio were found in the duodenum, jejunum and ileum at 4 dpi in the
progeny of the VAC group. A high challenge dose of SE (107 CFU / chick) was used,
however, despite the strong immune response, there were no statistical difference in
the recovery of SE in the progenies’ cecal contents. Thus, more studies on the ability
to stimulate the cell-mediated immune response, the protection at different challenge
doses and the ability to directly protect the vaccinated poultry will assist in the
development of this vaccine.

Key words: Salmonella Enteritidis, humoral immunity, intestinal morphology,
progeny, recombinant vaccine
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1. INTRODUCAO

A atividade avicola desenvolveu-se intensivamente a partir da década de
1960. Em 2019 foram produzidas aproximadamente 100 milhdes de toneladas de
carne de frango em todo mundo (ABPA, 2019; USDA, 2019). O Brasil € um dos
maiores produtores de carne de frango e maior exportador mundial desde 2006, a
carne de frango é o produto de origem animal com o maior volume de exportacdes
(ABPA, 2019).

A producédo avicola moderna explora aspectos como a criacdo no menor
espaco possivel, favorecendo a introducdo e a disseminacdo de patdégenos e
doencas, os quais poderdao permanecer no ambiente por tempo indeterminado,
comprometendo a saude animal e a qualidade do produto final (Penha Filho, 2013).
A grande demanda por proteina de origem animal e a necessidade de uma producéo
em grande escala com alta densidade de alojamento pode induzir efeitos negativos
nas respostas fisiolégicas das aves, tais como aumento dos niveis de corticosterona,
aumento da peroxidacdo lipidica, da producdo de radicais livres e da
imunossupressao (Quinteiro-Filho et al., 2012; Kridtayopas et al., 2019). Esses
efeitos negativos podem beneficiar a colonizacédo e facilitar a invasdo aos 6rgaos
internos por algumas bactérias, como as do género Salmonella, as quais estdo entre
0S microrganismos que mais causam doencas em lotes de aves comerciais (Gomes
et al., 2014; Feye et al., 2016).

Na cadeia produtiva avicola, as infeccfes causadas pelas bactérias do género
Salmonella sdo um sério problema veterinario e humano (Mastroeni et al., 2000).
Aves comerciais sdo um dos principais hospedeiros de Salmonella e produtos de
origem avicola sdo considerados uma das principais fontes de infeccdo humana por
Salmonella, constituindo um risco potencial para a saude publica e causando perdas
econOmicas e zootécnicas para a cadeia produtiva avicola (Liljebjelke et al., 2005).
Desde a déecada de 1980, Salmonella Enteritidis (SE) € o principal causador de
surtos de Salmonella em seres humanos em diversos paises (Huberman et al.,
2019).



Devido a importancia dessa enfermidade na cadeia produtiva diversas
medidas preventivas de biosseguridade foram adotadas, as quais incluem
alojamento de aves livres de Salmonella, controle rigido da qualidade da matéria
prima e racdo das aves, higiene rigorosa dos funcionarios, boas praticas de manejo
e prevencao da entrada de roedores, insetos e aves silvestres, bem como evitar
alojar aves de varias idades no mesmo nucleo e a adocdo de outras medidas
complementares, tais como uso de probiético como "exclusdo competitiva®, controle
de vetores e fobmites, tratamento térmico das racgles, incorporacdo de &cidos
organicos na alimentacao, desinfeccao de ovos incubaveis e o uso de um programa
de vacinacdo eficaz (Davies e Breslin, 2003; Patterson e Burkholder, 2003;
Vandeplas et al., 2010; Penha Filho et al., 2015; Huberman et al., 2019).

Todas essas medidas sédo importantes para impedir a introdugdo do patégeno
nas granjas de aves (Davies e Breslin, 2003; Gast, 2016). No entanto, algumas
dessas medidas exigem grande quantidade de mao de obra, ndo sendo
economicamente viaveis ou de dificil implementacdo em muitos paises (Zhang-
Barber et al., 1999; Huberman et al., 2019).

Um outro agravante para a disseminacdo de Salmonella € o0 uso
indiscriminado de antimicrobianos, o que constitui um dos principais fatores para a
selecédo de cepas resistentes (CDC, 2019). Assim, dentre as principais medidas de
controle da enfermidade na cadeia avicola, destaca-se o uso de vacinas contra
bactéria do género Salmonella, sendo esta considerada uma das estratégicas mais
eficientes para o controle das infeccbes, devido a facilidade de implementacdo em
diferentes processos produtivos em todo o mundo e o seu baixo custo de
implementagé&o (Barrow, 2007; Li et al., 2019).

Portanto, tem-se aumentado o investimento para o desenvolvimento de
vacinas, pois a estratégia ideal para o controle de Salmonella spp. e SE poderia ser
0 estabelecimento de imunidade nas aves, com a adocdo da vacinagcéo (Barrow,
2007).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Descricdo do género Salmonella

As salmoneloses aviarias sé@o provocadas por bactérias do género Salmonella,
pertencentes a familia Enterobacteriaceae, Todas as bactérias deste género séo
microrganismos patogénicos para o homem ou animais (Berchieri Junior, 2000). O
género Salmonella consiste em duas espécies: Salmonella enterica e Salmonella
bongori (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014). A espécie S. enterica é dividida em seis
subespécies: S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica
subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae, e S.
enterica subsp. indica (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014).

Dessas seis subespécies mais de 99% de todas as estirpes isoladas de
Salmonella pertencem a Salmonella enterica subsp. enterica (Fuche et al., 2016). Os
sorovares pertencentes a S. enterica subsp. enterica sdo tipicamente designados
por um nome geralmente relacionado a localizacdo geografica do local onde o
sorovar foi isolado pela primeira vez (Grimont e Weill, 2007).

As bactérias do género Salmonella sdo bastonetes Gram-negativos,
anaerobios facultativos, fermentam a glicose, mas sdo incapazes de fermentar
lactose e sacarose, produzem sulfeto de hidrogénio (H2S), sdo bactérias nao
formadores de esporos (Tortora e Funke, 2002) e também sdo patdgenos
intracelulares (Marcus et al., 2000). Sdo moveis por meio de flagelos peritriquios,
com excecao dos biovares Salmonella enterica subesp. enterica sorovar Gallinarum
biovar Gallinarum (SG) e Salmonella enterica subesp. enterica sorovar Gallinarum
biovar Pullorum (SP) que ndo possuem flagelos (Hirch e Zee, 2003).

Existem trés enfermidades causadas por bactérias do género Salmonella em
aves: a pulorose, causada por SP; o tifo aviario, cujo agente é SG; e o paratifo
aviario, o qual é causado por sorovares nao-tiféides (paratificos) (Poppe, 2000).
Dentre as salmonelas paratificas, destaca-se: Salmonella Typhimurium (STM) e
Salmonella Enteritidis (SE), as quais sdo importantes causadores de doencas

transmitidas por alimentos (DTA) em humanos (CDC, 2018; Morton et al., 2019).



2.2. Importancia da Salmonella Enteritidis (SE)

A infeccdo por SE nas aves é considerada a mais importante devido aos
problemas relacionados a saude animal, as exportagdes e implicacdes na saude
publica, uma vez que os produtos de origem avicola contaminados séo considerados
a principal fonte de infeccdo humana (Antunes et al., 2003; Lin et al., 2014; Sallam et
al., 2014; CDC, 2018; Eeckhaut et al., 2018; Jones-lbarra et al., 2019; Zhang et al.,
2019).

A SE pode causar doenca em seres humanos e gerar prejuizos para a
industria, governos e populacao global. Nos Estados Unidos da América (EUA), o
namero de infecgBes por bactérias do género Salmonella reportados anualmente ao
Center for Disease Control and Prevention (CDC), é de aproximadamente 46.000
casos, sendo que destes, aproximadamente 17% séo causados por SE (CDC, 2018).
No entanto, estima-se que aproximadamente um milhdo de casos de salmoneloses
ocorra anualmente nos EUA (Huberman et al, 2019). J4& em paises
subdesenvolvidos estima-se que séo aproximadamente 10 a 20 milhdes de casos de
salmoneloses por ano, resultando em 100.000 a 200.000 mortes (Mogasale et al.,
2014; Antillon et al., 2017).

Na UE, de acordo com o “European Food Safety Authority” (EFSA) houve
uma diminuigdo dos casos confirmados de salmoneloses humana desde 2008, mas
com mudanca na prevaléncia de sorovares, pois durante o periodo de 2012-2016
houve um aumento da proporcdo de casos de SE em humanos (Huberman et al.,
2019). Em 2017, foram notificados 91.662 casos confirmados (19,7 casos por
100.000 habitantes), com a propor¢cao de salmonelose humana por SE continuando
a aumentar, embora os numeros totais de casos confirmados tenham caido (EFSA,
2018).

Portanto, 0 aumento do numero de casos relatados e o de recalls de produtos
de origem avicola contaminados pela bactéria mantém a doenca como uma questéo
de grande importéancia econdbmica e de saude publica internacional (CDC, 2018;
Morton et al., 2019).



2.3. Epidemiologia da SE

A epidemiologia de Salmonella sp. é complexa, pois muitos sorotipos
geralmente colonizam o trato digestivo de animais sem causar doenca. No entanto,
SE é capaz de causar doenca sistémica severa em pintinhos jovens com menos de
3 dias de idade, sendo que em aves mais velhas podem levam a colonizacdo
persistente do trato gastrointestinal com baixo envolvimento sistémico (Berchieri
Junior, 2000; Juricova et al., 2013).

Os sinais da infeccdo por SE em aves jovens sdo: diarreia, refugagem, asas
caidas e sonoléncia (Zhang-barber et al., 1999; Berchieri Junior, 2000). Em aves
adultas, raramente se observam sinais clinicos, mas algumas aves podem
apresentar queda na producdo de ovos férteis e de consumo em funcdo de
alteracdes em ovario e oviduto, que podem apresentar-se com foliculos necroticos,
atrofiados ou irregulares (Berchieri Junior, 2000; Penha Filho et al., 2010).

A complexa epidemiologia da Salmonella na cadeia produtiva envolve a
transmissao vertical, via ovo, causando o0 nascimento de pintos infectados. O
ambiente de criacdo das aves comerciais em larga escala é propicio para o
aparecimento de varios sorotipos de Salmonella, sendo que, SE se sobressai por
conseguir contaminar os ovos férteis e de consumo, mais frequentemente que os
outros sorovares segundo dados obtidos em estudos com contaminacédo oral (Byrd
et al., 1999; Gast et al., 2007, 2011, 2019). A maior incidéncia de contaminagao por
SE nos ovos, pode ser justificada devido as caracteristicas do sorovar, tais como, a
sua forte aderéncia a mucosa do trato reprodutivo e a capacidade de invasao das
células da granulosa do ovario (Wales e Davies, 2011; Babu et al., 2016).

Portanto, SE tem a capacidade de colonizar os ovarios das reprodutoras e
contaminar o interior do ovo, penetrando através da membrana da vitelina durante
ou apds a oviposicdo, antes mesmo da formagdo da casca (Gast et al., 2005;
Gantois et al., 2009; EFSA, 2010, 2014). Uma outra forma de contaminagéo por SE,
se da, através da penetracdo pela casca (Kingsbury et al., 2019) onde verificou-se
que varios fatores influenciam a sua invasédo, incluindo: condigcbes ambientais
(condensacao da superficie do ovo e o diferencial de temperatura entre 0 ambiente

externo e o interno do ovo) e integridade da casca (deposicdo e manutencdo da



cuticula afetada pela lavagem dos ovos, porosidade da casca e rachaduras)
(Chousalkar et al., 2010; Gole et al., 2014, 2017; Lublin et al., 2015; Whiley et al.,
2016).

Uma vez internalizada, a SE pode sobreviver no albimen mesmo em
condicbes de pH alto e com limitacdo de ferro por um longo tempo até que a
membrana vitelina se deteriore o suficiente para permitir o acesso a gema, a qual &
rica em nutrientes (Baron et al., 2016).

A outra via epidemiolégica envolve a transmissao horizontal, sendo que o
ambiente de criacdo das aves é implicado como uma das principais fontes de
contaminagdo. A contaminacdo pode ocorrer pelo contato direto entre as aves ou
pelo contato com o conteludo fecal, substrato de cama, poeira dos aviarios, racao,
fomites e ingestdo de alimentos, além da existéncia de diferentes espécies animais
gue constituem reservatérios e vetores da bactéria (Berghaus et al., 2012, 2013;
Jones-lbarra et al., 2019; Zhang et al., 2019). O fluxo de pessoas, equipamentos,
aerossois e poeira em todo o galpao facilita a disseminacdo da bactéria (Swayne,
2020).

Sugere-se que, em poedeiras comerciais, as infec¢cdes por SE sdo mais
comuns pela via horizontal que pela via vertical (Van de Giessen et al, 1994). Sendo
muito provavel que os frangos de corte e poedeiras, sejam principalmente
contaminadas ap0s o0 nascimento pelo contato com fezes ou fémites, o que pode
ocorrer principalmente durante a primeira semana nha granja, no incubatério ou
através de uma contaminacado persistente na granja produtora de ovos embrionados
(Van Immerseel et al., 2005).

Cason et al. (1994) observaram que a presenca de ovos contaminados com
SE infectavam 80% dos pintos nascidos SE-free, mas armazenados nas mesmas
caixas que 0s pintos contaminados, sendo que em 44% dessas aves havia
colonizagéo intestinal, sendo o incubatério, um local importante para o controle da
disseminacao de SE (Holt et al., 1999).



2.4. Implementacdo de um programa vacinal como medida de controle
de SE

Visto a sua complexa epidemiologia e as diversas vias de contaminagdo €
muito importante a criagdo de programas de controle baseados em testes
bacteriologicos e sorolégicos para a prevencdo da infeccdo ou para controle da
disseminagdo bacteriana, além de medidas estritas para um abrangente programa
de biosseguridade (Davies e Breslin, 2003; Patterson e Burkholder, 2003; Vandeplas
et al., 2010; Penha Filho et al., 2015; Huberman et al., 2019). Dentre as medidas de
biosseguridade, o uso de um programa vacinal tem se apresentado com uma efetiva
medida de controle contra SE em lotes de aves (Van Immerseel et al., 2005;
Berghaus et al., 2011; Penha Filho et al., 2012)

As vacinas sao usadas em aves para prevenir a infeccdo por SE através do
desenvolvimento de uma imunidade adquirida (Cerquetti e Gherardi, 2000), podendo
reduzir a taxa de transmissédo, tanto pela via horizontal quanto pela via vertical
(Inoue et al., 2007) e diminuir a prevaléncia de ovos comerciais contaminados com o
patogeno (Darrell et al., 2014).

O uso eficiente de vacinas contra SE pode contribuir para a prevencado da
doenca, diminuir as manifestacdes clinicas, reduzir a excrecdo do patdgeno,
melhorar o bem estar das aves, bem como indiretamente reduzir o risco de uma
doenca zoonoética para os seres humanos (Jawale e Lee, 2014a). Assim, a
vacinacdo em reprodutoras leves e pesadas € muito importante para a reducao da
concentracdo de SE em ovos comerciais e na sua progénie (Huberman et al., 2019).

O uso de vacinacéo agrega imunidade as aves por toda a sua vida produtiva
(Mastroeni et al., 2000), reduz a duracdo e severidade da infeccdo e ajuda na
prevencdo de reinfeccdo (Gast et al.,, 2007). Também, estimulam o sistema
imunologico a garantir homeostase do organismo das aves e envolvem uma
variedade de reacbes de defesa baseadas em respostas imunes inatas e

adaptativas (Huberman et al., 2019; Kowalczyk et al., 2019).



2.5. Sistemaimunoldgico das aves

O sistema imunologico das aves é dividido em dois tipos basicos: imunidade
humoral e imunidade celular. Uma boa resposta imune contra SE em aves é
atribuida ao conjunto de ambas as respostas imunes (Penha Filho et al., 2012;
Jawale e Lee, 2014a).

A imunidade humoral e imunidade celular sdo mediados pelos linfécitos B e T,
respectivamente, sendo também regulados por dois subtipos de

T auxiliares (Tal e Ta2). Tais subpopulacfes de linfécitos T auxiliares sao
diferenciadas em funcdo do tipo de citocinas por eles secretadas e sintetizadas
(Penha Filho, 2013). Uma boa resposta imune protetora contra SE em aves é
atribuida tanto a resposta imune mediada por células quanto a resposta imune
humoral (Chappell et al., 2009; Jawale and Lee, 2014b; Kowalczyk et al., 2019).

A resposta imune celular € caracterizada pela participacdo de linfécitos T
citotéxicos (Tc-CD8+) e T secretores de interleucinas (IL) pré-inflamatorias (Tal ou T
de hipersensibilidade tardia-Tal-CD4+), que se desenvolvem apds o estimulo
antigénico sobre os linfécitos T virgens (Montassier, 2000; Chamizo et al., 2001;
Penha Filho, 2013). Os linfocitos Tc-CD8+ podem reconhecer e destruir células
infectadas pela inducéo da lise celular, tornando a SE acessivel para os fagdcitos e
outras moléculas bactericidas, também podem produzir citocinas necessarias para o
recrutamento e ativacdo dos fagécitos (Mittrucker et al., 2002; Jawale and Lee,
2014c). A estimulacdo antigénica de linfécitos virgens Tc CD8+, pelas células
apresentadoras de antigenos (APCs) podem levar ao desenvolvimento de duas
linhas; os linfocitos T CD8+ de memdria e os linfécitos T citotoxicos efetores (Tc-
CD8+).

A diferenciacéo para Tc-CD8+ € dependente principalmente da producédo de
IL-12 (Mescher et al., 2006). A IL-12 induz a producéo de interferon gama (IFN-y),
uma citocina importante para a imunidade contra a infeccdo primaria por SE
(Jouanguy et al.,, 1999). A IL-10 é uma citocina reguladora que desativa 0s
macroéfagos, causando a regulacdo negativa das respostas inflamatorias (Farrell et
al., 1998) e na expresséo de IFN-y pelas Ta1 e promovendo a proliferacdo de Ta2 e
anticorpos (Rothwell et al., 2004; Xu et al., 2004; Penha Filho et al., 2012).



Os linfécitos T CD4+ sédo conhecidas por estarem envolvidas no controle das
infeccbes por Salmonella por produzirem ou induzirem os macrofagos a ativarem as
citocinas importantes como os IFN-y e TNF-a (Mcsorley et al., 2000; Jawale and Lee,
2014c). Os macrofagos e linfécitos T CD4+ interagem via receptores do complexo
principal de histocompatibilidade classe Il (MHC Il) e sdo extremamente importantes
para respostas imunes contra patdégenos intracelulares como a Salmonella (Park et
al., 2010). O CD4 interage com o complexo MHC classe Il enquanto o CD8 se liga
com o complexo MHC classe | (Sekelova et al.,, 2017). Os macrofagos aviarios
também sao capazes de produzir alta concentracdes de oxido nitrico (NO) (Crippen
et al.,, 2003; Braukmann et al., 2015, 2016) o qual estd envolvido na atividade
bactericida contra infecdes por Salmonella (Chakravortty and Hensel, 2003). Os
linfécitos T CD4+ também auxiliam os linfécitos B na producéo de imunoglobulinas e
na geracdo de linfocitos T CD8 + especificas para Salmonella (Mittrucker e
Kaufmann, 2000).

A resposta imune humoral vacinal, no caso das aves (Gallus gallus), esta
associada a trés classes de imunoglobulinas: IgY, IgM e IgA, as quais séao,
respectivamente, homologas as IgG, IgM e IgA dos mamiferos (Kowalczyk et al.,
2019). As imunoglobulinas sédo produzidas por plasmadcitos derivados de linfécitos B
estimulados apo6s contato e reconhecimento de antigenos, T-dependentes ou T-
independentes, com e sem, respectivamente, a participacao de linfocitos T auxiliares
(Ta-CD4+) (Montassier, 2000; Chamizo et al., 2001; Penha Filho, 2013).

As imunoglobulinas sdo fundamentais para restringir a invasao intestinal por
SE e sua posterior disseminacao para tecidos linfoides e 6érgdos como figado e baco
(Mastroeni et al., 2000). Atividade exercida principalmente pela IgA, a qual é
encontrada em grande quantidade na bile das aves, sendo secretada diretamente na
luz intestinal, o que impede a aderéncia, invasado intestinal e multiplicacdo da
bactéria no intestino, sendo que os leucdcitos polimorfonucleares (PMN) juntamente
com a IgA atua na eliminacéo intestinal da SE causando a sua destruicdo antes que
a bactéria penetre na membrana celular da mucosa (Riquelme and Susan, 2012;
Penha Filho, 2013; Beirdo et al., 2018; Zhang et al., 2019). IgA, os leucécitos PMN e

os linfécitos quando associados a mucosa constituem-se na primeira linha de defesa
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contra infec¢Bes causadas por SE, mesmo que a colonizacdo do trato entérico seja
dificil de prevenir (Sheela et al., 2003; Adriaensen et al., 2007).

A IgY aviaria é considerada o ancestral evolutivo da 1IgG e da IgE dos
mamiferos e combina a funcdo de ambos: a IgY € o principal mecanismo de defesa
contra infeccbes sistémicas (semelhante a IgG) mas também atua como um
anticorpo sensibilizante da pele que pode mediar reacdes anafilaticas (similar ao IgE)
(Warr et al., 1995; Ulmer-Franco et al., 2012).

A IgY como um anticorpo sistémico, também desempenha um importante
papel no controle da SE virulenta, a qual induz a apoptose de fagocitos
mononucleares que escapam das células infectadas, movendo-se através do espaco
extracelular para outros locais do tecido a fim de estabelecer outros focos de
infeccdo (Dougan et al., 2011). Assim, quando a bactéria atinge o meio extracelular,
0S anticorpos sistémicos opsonizam as SE, o que aumenta a captacdo de receptores
mediados por macrofagos (Okamura et al., 2012). Os anticorpos sistémicos e de
mucosa especificos para SE auxiliam no controle da bactéria nos estagios iniciais da
infeccdo, pois nesses periodos a bactéria é extracelular e acessivel aos anticorpos,
assim os anticorpos podem causar 0 aumento da morte e inativacdo bacteriana
antes que a mesma penetre na membrana da célula (Riguelme e Susan, 2012;
Jawale e Lee, 2014d; a).

Um outro fator que €& extremamente importante para a resposta imune
humoral, principalmente em aves adultas, € o correto funcionamento do sistema
reprodutivo e seus mecanismos imunolégicos nas aves reprodutoras, o qual tem um
grande impacto na imunidade que é transferida passivamente para a progénie. Visto
que, o sistema imune de um pintinho recém-nascido néo é totalmente desenvolvido
e incapaz de fornecer protecdo completa contra patdgenos, sendo os linfécitos B
secretores de imunoglobulinas detectados na circulagcdo somente em pintinhos com
6 dias de idade, e o nivel maximo de IgM, IgY e IgA, somente é detectado no soro
com 40, 56 e 87 dias, respectivamente (Lawrence et al., 1981; Holt et al., 1999;
Ulmer-Franco et al., 2012).

O sistema imune imaturo torna os pintinhos recém nascidos extremamente
susceptiveis a qualquer infeccdo por Salmonella sendo necessario menos de 100

células para infecta-los (Cox et al., 1990). Portanto, os anticorpos maternos (matAc),
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IgY, IgA e IgM, transferidos para o ovo, desempenham uma funcdo protetora
importante durante o desenvolvimento embrionario e nas primeiras semanas apoés o
nascimento até o que sistema imune do pintinho se torne totalmente eficiente
(Kowalczyk et al., 2019), pois ao contrario dos mamiferos, que obtém os anticorpos
maternos logo apdés o nascimento via colostro, todas as imunoglobulinas maternas
necessarias para proteger o pintinho recém-nascido devem ser incorporadas ao ovo
antes do mesmo ser produzido (Rose et al., 1974; Ulmer-Franco, 2012).

O IgY é a principal imunoglobulina transferida para a gema do ovo, sendo a
IgA e a IgM presente em quantidades minimas (Ulmer-Franco et al., 2012). A
transferéncia do IgY da reprodutora para o pintinho ocorre em um processo de dois
passos: inicialmente o IgY circulante é transferido do sistema sanguineo da
reprodutora para o foliculo ovariano (gema do ovo), num processo exigente e esta
extremamente relacionado a concentracdo sérica de IgY na reprodutora (Morrison et
al., 2002) e posteriormente o IgY é transferido da gema do ovo para o embrido via
circulagdo embrionéaria (Ulmer-Franco et al., 2012; Bhattacharyya et al., 2018). O
saco vitelino (SV), uma membrana altamente vascularizada que circunda a gema
durante o desenvolvimento embrionario, € conhecida por transferir nutrientes da
gema do ovo para o embrido de galinha, sendo que a absorcéo do seu contetdo na
primeira semana de vida dos pintinhos € extremamente essencial para o
crescimento e desenvolvimento intestinal (Kawalilak et al., 2010; Ulmer-Franco et al.,
2012). E importante destacar que uma infec¢do ou uma vacinagéo contra SE leva ao
aumento do nivel de anticorpos IgY e IgA especificos (Barrow, 1994; Huberman et
al., 2019; Kowalczyk et al., 2019).

2.6. Diferentes tipos de vacinas contra SE

Devido a importancia do sistema imune no controle de SE, diferentes tipos de
vacinas tem sido amplamente adotadas pela industria avicola mundial, de acordo
com os desafios de cada regido e a legislacéo vigente (Van Immerseel et al., 2005;
Freitas Neto et al., 2008; Majowicz et al., 2010; Berghaus et al., 2011; Muniz et al.,
2017).
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Muitas vacinas foram testadas para controle de SE em aves com resultados
variados, sendo os principais tipos utilizados: vacinas vivas atenuadas e vacinas
inativadas (Huberman et al., 2019). As vacinas vivas com cepas atenuadas sao
largamente utilizadas em poedeiras, enquanto vacinas inativadas sdo mais comuns
em lotes de reprodutoras (Eeckhaut et al., 2018).

Lotes de frango de corte ndo séo frequentemente vacinados contra SE devido
a sua alta taxa de crescimento e seu pouco tempo de criagédo para atingir o peso de
abate, além de que, vacinas vivas nos primeiros dias de vida podem ser
neutralizadas quando os titulos de anticorpos maternais sao altos (Eeckhaut et al.,
2018; Kowalczyk et al., 2019). Nos ultimos anos, algumas vacinas vivas contra
Salmonella Heidelberg (SH) tem sido desenvolvidas e apresentado relativo sucesso
no controle de SH em aves recém eclodidas (Muniz et al., 2017). Uma outra linha de
estudo, é o crescimento da producdo de frangos de corte de crescimento lento
(“slow growing”), principalmente em paises da UE, os quais apresentam um tempo
maior de criacdo até o abate podendo apresentar tempo habil para uma adequada
resposta imunoldgica a diferentes tipos de vacina (Aviagen, 2018; Hubbard, 2019).

Vacinas vivas também tem sido usadas com relativo sucesso na reducao da
contagem de SE em Orgaos internos e ceco em lotes de perus (Hesse et al., 2016;
2018)

2.6.1. Vacinas vivas atenuadas

Vacinas vivas atenuadas induzem forte resposta humoral e celular (Rana and
Kulshreshtha, 2006; Penha Filho et al., 2012), especialmente quando a cepa vacinal
€ invasiva e capaz de apresentar antigenos especificos e integros. Penha Filho et al.
(2010) observaram que reprodutoras leves infectadas com cepas invasivas de SE
apresentaram uma alta imunidade contra reinfec¢do. Vacinas vivas sao capazes de
colonizar o intestino e assim, providenciar resposta imune de mucosa, bem como
potencializar a exclusdo competitiva com outras estirpes de Salmonella no trato
gastrointestinal (Holt and Gast, 2004; van Immerseel et al., 2005; Barrow, 2007;

Yang et al., 2017). Também, induzem mecanismos de protecdo mesmo durante o
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"gap de imunidade”, que compreende 0 tempo entre a vacinacdo e O
desenvolvimento da resposta imune adaptativa (Braukmann et al., 2016).

Diferentemente das vacinas inativadas, as vacinas vivas atenuadas sao
capazes de produzir fortes respostas mediadas por células e respostas humorais, no
entanto, possuem as desvantagens de um possivel potencial de reversdo de
viruléncia e contaminacédo do ambiente pela excrecdo nas fezes (Freitas Neto et al.,
2008; Kwon e Cho, 2011; Chaudhari et al., 2012). Devido a esses fatores muito
paises ainda ndo permitem o uso de vacinas vivas em planteis de reprodutoras,
sendo que o Brasil, por meio do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) até o ano de 2017, somente permitia o uso de vacinas inativadas
(bacterinas) em estabelecimentos matrizeiros de aves pesadas com intuito de
reduzir a infec¢géo por SE (BRASIL, 2003). No entanto, em 2017, o MAPA através da
IN n°® 41 liberou o uso de vacinas vivas em lotes de matrizes e manteve 0 uso
facultativo de vacinas autdégenas desde que estas obedecam a legislacédo vigente.
Todavia, em estabelecimentos avoseiros, bisavoseiros e em granjas de selecéo
genética de reprodutoras primarias (linhas puras) esta vedado o uso de qualquer tipo
de vacina contra Salmonella (BRASIL, 2017).

Em reprodutoras leves, vacinas vivas tem demonstrado reducdo na
recuperacdo de SE em 06rgdos internos e conteudo cecal em aves vacinadas e
desafiadas com SE (Penha Filho et al., 2010; Springer et al., 2011). A vacinacao
contra SE é considerada obrigatéria em diversos paises da UE, incluindo a Bélgica,
onde a vacinag¢do se tornou obrigatéria desde 2007, apOs esse periodo houve
reducdo na incidéncia de SE em lotes de poedeiras vacinadas, bem como em ovos
de consumo e consequentemente em surtos alimentares causados por SE em
humanos, indicando que vacinas vivas podem funcionar como uma medida util na
reducdo de DTAs ocasionadas por produtos de origem avicola contaminados por SE
(EFSA, 2007;2011; Collard et al., 2008).

2.6.2. Vacinas Inativadas

As vacinas inativadas estimulam uma excelente producdo de anticorpos

(Huberman et al., 2019), os quais produzem protecado especifica contra o sorovar,
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sendo esta de longa (Woodward et al., 2002b) ou de curta duracdo (Singh, 2009),
mas sdo ineficazes na proliferacdo de células do sistema imune, ou seja, em
estimular a resposta imune mediada por células (Babu et al., 2003).

Mesmo assim, Varios estudos tem demonstrado que os anticorpos maternos
produzidos por reprodutoras vacinadas pode ser transmitido para os pintinhos
fornecendo alguma protecao contra a colonizacéo por SE (Young et al., 2007; Inoue
et al., 2008; Berghaus et al., 2011; Baxter, 2015).

Um dos componentes das vacinas inativadas sao os adjuvantes, que Sao
responsaveis por auxiliar o antigeno a iniciar uma rapida resposta imune intensa e
duradoura e utilizar a menor quantidade possivel de antigeno (Gupta & Sibaer, 1995;
He et al, 2000). Os adjuvantes também constituem um dos principais custos da
vacina inativada.

Vacinas inativadas podem ser produzidas baseadas em um adjuvante oleoso
ou em um gel aluminio e ferro restrito, podendo ser monovalente contra SE (Gast et
al., 1992; Woodward et al., 2002b; Babu et al., 2003; Hedegaard e Heegaard, 2016),
ou conter mais de um sorotipo de Salmonella, pois a protecdo cruzada entre
diferentes sorogrupos € limitada (Bailey et al., 2007; Baxter, 2015). Esses tipos de
vacinas podem ser bivalente contendo os sorovares Enteritidis e Typhimurium
(Clifton-Hadley et al., 2002; Okamura et al., 2007), trivalente contendo os sorovares
Enteritidis, Typhimurium e Gallinarum (Deguchi et al., 2009), ou Enteritidis,
Typhimurium, e Kentucky (Ibrahim et al., 2018).

Como pontos negativos, as vacinas inativadas convencionais durante o seu
processo de producdo envolvem o uso de processo térmicos ou quimicos para
inativar as células bacterianas, os quais podem afetar a estrutura fisico quimica ou
estrutural dos antigenos bacterianos de superficie reduzindo assim a sua
imunogenicidade (Meeusen et al., 2007; Jawale e Lee, 2014a)

Nas vacinas inativadas, também podem ocorrer perdas nas suas aplicagdes,
pois as vacinas precisam de uma administracdo conjunta com um adjuvante quimico
requerendo sempre um método de injecdo, que ndo é nada pratico na industria
avicola devido ao grande numero de animais nos lotes de aves (Yang et al., 2017).

Além disso, pode ser necessario multiplas doses para atingir a protecéo

imunologica de longa duracdo, sendo que esse processo pode gerar um grande
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risco de reacOes alérgicas ou sarcomas nos locais da vacinacdo que podem ser
observados no momento do abate das aves (Jalava et al., 2002; Jawale e Lee,
2014a).

A eficacia e qualidade das vacinas inativadas estdo relacionadas com a cepa
utilizada e com o procedimento de inativacdo, além do adjuvante e do meio de
cultura utilizados no preparo da vacina (Barbour et al., 1993). Sendo portanto, uma
tarefa dificil a comparagéo precisa da eficacia das vacinas disponiveis atualmente,
visto as diferentes cepas e procedimentos de inativacao utilizados (van Immerseel et
al., 2005).

2.7. Vacinas inativadas como medida de controle de SE

O uso de vacinas contra SE na industria de aves pode reduzir a transmissao
da doenca, prevenir as manifestacfes clinicas e melhorar o bem estar das aves,
reduzindo o potencial zoondético da doenga para seres humanos e diminuindo seus
prejuizos econdmicos. No entanto, estudos a respeito de vacinas de SE inativadas
tem apresentados resultados controversos sobre a sua protecdo contra o patdégeno
(Methner e Steinbach, 1997; Miyamoto et al., 1999; Woodward et al., 2002b; Young
et al.,, 2007; Inoue et al.,, 2008; van Immerseel et al., 2005; Dorea et al., 2010;
Berghaus et al., 2011; Baxter, 2015; Wigley and Barrow, 2017; Huberman et al.,
2019).

Vacinas inativadas contra SE tém sido usadas em varios paises em larga
escala em lotes de reprodutoras pesadas e leves com satisfatorio nivel de sucesso
contra o patégeno (Miyamoto et al., 1999; Woodward et al., 2002b; van Immerseel et
al., 2005; Wigley and Barrow, 2017; Huberman et al., 2019).

O uso em lotes de reprodutoras pesadas tem como objetivo, a reducdo da
transmissdo de SE pela via vertical, além de fornecer anticorpos maternos a
progénie, assim reduzindo a prevaléncia e a carga de SE em lotes de frangos de
corte e no abatedouro, diminuindo o niumero de casos de contaminacdo por SE em
produtos avicolas (Young et al., 2007; Dérea et al.,, 2010; Berghaus et al., 2011;
Baxter, 2015).
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Em reprodutoras leves, esquemas vacinais utilizando vacinas inativadas tem
sido utilizado com sucesso em diversos paises, pois como a SE pode contaminar 0s
ovos sem causar sinais clinicos evidentes ou reducdo acentuada de produtividade
nas aves, sua presenca pode permanecer despercebida, por isso a ado¢ao de um
esquema vacinal se torna imprescindivel (Miyamoto et al., 1999; Huberman et al.,
2019). Um exemplo de sucesso foi descrito no Reino Unido que apds a introducéo
de vacinas inativadas para lotes de reprodutoras leves, observaram uma diminui¢ao
na prevaléncia de SE, acompanhada de uma diminuicdo no nimero de casos de
DTAs por SE (Cogan and Humphrey, 2003; Wigley and Barrow, 2017).

Em 8 paises europeus, onde a vacinac¢do contra SE ndo é obrigatéria, a
proporcdo de amostras positivas para SE foi significativamente maior em lotes n&o
vacinados em comparagao com lotes vacinados (EFSA, 2006). Diversos trabalhos
anteriores tém sugerido que vacinas inativadas constitui-se como uma ferramenta
viavel para o controle de SE seja para a reducdo da prevaléncia de SE em ovos
férteis ou comercias, seja na reducdo da recuperacdo de SE em 0Orgaos internos e
fragmentos intestinais de progénies provenientes de reprodutoras vacinadas com
bacterina e desafiadas com SE nos primeiros dias de vida (Holt et al., 1996, 1999;
Methner e Steinbach, 1997; Miyamoto et al., 1999; Cogan e Humphrey, 2003; Davies
e Breslin, 2003; Inoue et al., 2008; Atterbury et al., 2009; Dérea et al., 2010;
Berghaus et al., 2011; Liu et al., 2014; Baxter, 2015; Wigley and Barrow, 2017).

No entanto, resultados contraditérios de protecdo contra SE foram
encontrados principalmente pela caracteristica desta bactéria ser um patdégeno
intracelular facultativo, de forma que quando a bactéria estd se multiplicando no
ambiente intracelular, fica inacessivel aos anticorpos e o controle é realizado por
uma resposta imune especifica mediada por células que sdo capazes de lisar e
destruir as células infectadas (Tran et al., 2010; Penha Filho et al., 2012; Baxter,
2015; Huberman et al., 2019).

Assim € extremamente importante compreender os mecanismos imunolégicos
envolvidos na resposta imune e buscar a melhor protecdo vacinal contra SE,
principalmente devido aos impactos financeiros e de saude publica que a bactéria
pode causar. Dessa forma, o presente estudo objetivou avaliar a eficacia de um

candidato a vacina inativada recombinante contra SE mensurando a sua capacidade
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de produzir imunoglobulinas (IgY) em matrizes pesadas, ovos embrionados e
progénie, avaliando a protecdo contra SE na progénie de aves vacinadas, por meio
da avaliacdo histopatoldégica da morfologia intestinal e contagem bacteriana no

figado e conteudo cecal.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

- Avaliar a eficacia de um candidato vacinal inativado recombinante contra SE

- Avaliar a protecéo induzida pela imunidade materna contra SE

3.2. Especificos

- Mensurar a indugédo de imunoglobulinas (IgY) pela candidata vacinal em
matrizes pesadas, em ovos embrionados e progénies

- Avaliar a recuperacdo de SE em figado e conteudo cecal em progénies
desafiadas com SE

- Avaliar a morfologia intestinal em progénies desafiadas com SE
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Preparo dos inoculos e candidato vacinal

As culturas do inéculo de SENaSpec ytilizado no desafio foram semeadas em
caldo Luria-Bertani (LB) (Invitrogen 12780-052) e incubadas por 24 horas a 37°C, em
agitacdo (100rpm). Uma amostra da cultura foi diluida decimalmente em 0,9 mL de
tampdo salina, pH 7,4 (PBS) na proporcao de 1:10. De cada dilui¢do foi retirado 0,1
mL e despejado em placas com agar verde brilhante (Oxoid CM0263) contendo
novobiocina (1 pug/mL) e acido nalidixico (20 ug/mL) (VB Nal/Nov), e incubados a
37°C/24h. O ndamero de colbnias por mililitro de caldo LB foi transformado em log10
para apresentacdo dos resultados. A cultura utilizada no desafio continha
aproximadamente 10’ UFC por pinto. As 3 proteinas vacinais foram expressas em E.
coli BL21, de acordo com Sambrook et al. (1989). No grupo vacinado, 100ug do pool
de proteinas recombinantes (FinO, PndC e YadA) adicionados de nanoparticulas de
diéxido de silicio (1pg/mL), foram administrados por via intramuscular no musculo
peitoral em cada reprodutora as 17 semanas e uma dose booster as 20 semanas de
idade.

4.2. Aves e desenho experimental

Os experimentos foram conduzidos no Setor de Ornitopatologia e no
Laboratorio de Imunologia e Virologia Veterindria, Departamento de Patologia
Veterinaria, da Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal. Os protocolos experimentais
foram submetidos e aprovados pelo Comité de Uso Etico dos Animais - CEUA -
UNESP e cumpriram 0s principios éticos na experimentacdo animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacédo Animal - COBEA (CEUA n.015616 / 2018).

Foram alojadas 30 aves matrizes de corte fémeas com 10 semanas de idade
e 5 aves machos da mesma idade, todas com status Salmonella-free, obtidas de

uma empresa avicola da regido, e submetidos a testes bacteriologicos e soroldgicos
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para verificacdo do status Salmonella-free (Penha Filho et al., 2012). As aves foram
acondicionadas ao acaso em boxes metalicos em sala com cortinas, sistema de
aguecimento e iluminagao e ninhos para postura de ovos conforme orientacdo do
manual da linhagem. Machos e fémeas foram criados separados até o acasalamento
e seguiram 0S manejos necessarios conforme sugerido pelo manual de manejo da
linhagem. As aves nao foram vacinadas contra Salmonella e seguiram o protocolo
de colheita e identificacdo de Salmonella estabelecido no Plano Nacional de
Sanidade Avicola (PNSA) estabelecidp pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) do Brasil (BRASIL, 2003).

No experimento I, 3 grupos contendo 35 aves no total foram alojados e a
vacinagao foi realizada as 17 e 20 semanas de idade, conforme descrito na tabela 1

e demonstrado na Figura 1.

Tabela 1. Esquemas vacinais testados em aves reprodutoras pesadas

NUmeros NuUmeros
Grupos de aves de aves 12 dose (17 semanas) 22 dose (20 semanas)
fémeas machos

N&o vacinado (NV) 13 2 N&o vacinado N&o vacinado

Vacinado com

candidato vacinal 13 2 Candidato vacinal Candidato vacinal
(VAC)
Bacterina comercial . .
(BAC) 4 1 Bacterina Bacterina

Candidato vacinal e bacterina (0,5 mL - intramuscular). As vacinas foram aplicadas na musculatura
peitoral das aves.
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v

Figura. 1: Matrizes pesadas acondicionadas ao acaso em boxes metalicos
em sala com cortinas, sistema de aquecimento e iluminag&o e ninhos para postura
de ovos conforme orientagdo do manual da linhagem.

No experimento Il, 40 pintos progénie de um dia de idade foram alojados em
baterias de gaiolas, sob aguecimento, racao e agua ad libitum, dentro de salas com
filtragem de ar e isoladas do ambiente externo conforme descrito na tabela 2 e
ilustrado na figura 2.
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Tabela 2. Progénies desafiadas com SE

Grupos Numero de aves

N&o vacinado (NV) 20

Vacinado com candidato vacinal (VAC) 20

As progénies dos grupos NV e VAC séo provenientes dos ovos embrionados do experimento I.

a =
-
. -
= -
=y
* =

Figura. 2: Progénies de um dia de idade alojados em baterias de gaiolas
dentro de salas com filtragem de ar e isoladas do ambiente externo, sob

aquecimento conforme orientacdo do manual da linhagem, com racdo e agua ad
libitum.
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No segundo dia de vida as aves foram desafiadas por via oral (diretamente no
papo) com 0,2 mL de indculo contendo 107 UFC de SENaSpec por pinto. Um dia antes
do desafio (1 dai) e um e quatro dias pés-infec¢do (dpi) cinco aves de cada grupo
foram sacrificadas para a colheita de sangue, amostras de figado e contetdo cecal e

fragmentos de intestino.

4.3. Extracdo de anticorpos da gema de ovos e incubacdo dos ovos

embrionados

Foram colhidos ovos embrionados e soro das matrizes entre 7 e 12 semanas
apos a dose booster para quantificacdo de IgY. A extracdo de IgY da gema foi
realizada de acordo com método descrito por Kowalczyk et al. (2019) e no item 4.4.
Foram coletados 50 ovos embrionados dos grupos NV e VAC, 7 semanas apés a
dose booster e incubados em uma incubadora e um nascedouro caseiro conforme
ilustrado nas figuras 3 e 4, de acordo com os pardmetros de humidade e
temperatura indicados pelo manual da linhagem, conforme demonstrado nas figuras
3 e 4. Apds o inicio da eclosao foi definido uma janela de nascimento para a colheita

dos pintainhos, conforme descrito por Tong et al. (2013).

Figura. 3: Ovos embrionados incubados em uma incubadora de acordo com
os parametros de humidade e temperatura indicados pelo manual da linhagem
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Figura. 4. Nascedouro utilizado para os ovos embrionados, temperatura e
humidade estédo de acordo com os parametros de humidade e temperatura indicados
pelo manual da linhagem

4.4. Extracao de anticorpos da gema de ovos

Os ovos embrionados foram colocados em placas de Petri e lavadas com
tampéo salina, pH 7,4 (PBS) para remocao dos residuos da clara do ovo. Foram
rompidas a membrana da gema com o auxilio de tesouras e o conteudo coletado
com seringas. As gemas dos ovos (3 mL / ovo) foram transferidas para tubos de
ensaio tipo Falcon de 15 mL, e adicionadas um volume duplo (6 mL) de solucéo
salina tamponada (PBS). Apds serem cuidadosamente agitadas em um vortex, foi-se
adicionado 6 mL de cloroférmio. As amostras foram centrifugadas a 1,000x g em
temperatura ambiente por 30 minutos em uma centrifuga. Os sobrenadantes foram
coletados e armazenados a -20 ° C até serem analisados (Kowalczyk et al., 2019).
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4.5. Producéao de anticorpos

O método ELISA foi realizado para quantificar as imunoglobulinas IgY
presentes no soro das matrizes pesadas e progénies e nas gemas dos ovos
conforme descrito por Penha Filho et al. (2012), utilizando o candidato a vacina
diluido em PBS na propor¢cdo 1:40.000 como antigeno. Os valores de densidade
optica (DO) foram usados para calcular o valor E ajustado conforme a seguinte
formula : ELISA valor = (Sop492 - NEGobp492)/(POSopag2 - NEGobag2), onde Sobao2,
NEGobp492, € POSop4g2 representam as densidades opticas a 492 nm da amostra,
controle negativo e controle positivo, respectivamente. Os soros positivos contra SE
foram obtidos apds triagem de amostras de aves imunizadas. Os soros negativos
foram obtidos de galinhas SPF com 10 semanas de idade. A porcentagem de IgY
transferido das matrizes pesadas para os ovos embrionados e para a progénie foi
calculada de acordo com as férmulas descritas por Kowalczyk et al. (2019). Para o

calculo foram usadas as seguintes formulas:

Transferéncia da matriz para o ovo = média do valor E ajustado na gema dos ovos x 100

média do valor E ajustado no soro de matrizes

Transferéncia do ovo para a progénie= média do valor E ajustado no soro das progénies x 100

média do valor E ajustado na gema dos ovos

Transferéncia da matriz para a progénie=média do valor E ajustado no soro das progéniesx100

média do valor E ajustado no soro de matrizes

4.6. Contagem bacteriana

As amostras de figado e conteddo cecal foram colhidas e colocadas em
tampdo salina tamponada pH 7,4 (PBS) na propor¢cdo de 1:10, maceradas (o
conteudo cecal foi homogeneizado) e diluidas decimalmente em 0,9 mL de PBS. De
cada diluicdo foi retirado 0,1 mL, e despejado em &gar verde brilhante (AVB)
contendo espectinomicina (100 ug/mL) e acido nalidixico (20 ug/mL) (VBNal/Spec),
as placas foram incubadas a 37°C por 24h. O numero de colbnias por grama de
orgao foi transformado em logl0 para analise dos resultados. Na auséncia de
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crescimento, aos frascos contendo a amostra homogeneizada em PBS (1:10), foi
adicionado igual volume de caldo selenito contendo novobiocina (0,04%), preparado
em concentracdo dupla. O frasco foi incubado a 37°C por 24h e o seu conteado
semeado em VBNal/Spec, com nova incubacéo a 37°C por 24h.

4.7. Determinacao da morfologia intestinal

Trés aves de cada grupo foram eutanasiadas a 1 dai, 1 e 4 dpi para a colheita
de material. Segmentos de 3 cm do duodeno, jejuno e ileo foram removidos
cuidadosamente e fixados em solucdo de formaldeido a 10%. Todas as amostras de
cada um dos pintinhos foram coletadas da mesma &rea de cada segmento do trato
intestinal conforme descrito por Jazi et al. (2018). Os segmentos foram processados
e coloridos com hematoxilina-eosina conforme descrito por Zhang et al. (2019).

A altura das vilosidades e a profundidade das criptas foram observadas e
medidas de acordo com Ozdogan et al. (2011) sob microscopia de luz (Olympus®,
BX50) e arazé&o entre a altura da vilosidade e a profundidade da cripta (VCR) foram

calculadas conforme descrito por Santin et al. (2001).

4.8. Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados para verificar a normalidade dos residuos
e homogeneidade das variancias, em seguida foram avaliados pela analise de
variancia (ANOVA), guando as diferenca entre os dados foram significativa, as
médias dos grupos foram comparadas pelo teste de Tukey, utilizando-se nivel
minimo de significancia de 5% (p<0,05) (Zar, 2009). As analises estatisticas foram
feitas utilizando o Prism software version 6.02 for Windows (GraphPad Software,

Inc.).
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5. RESULTADOS

5.1. Niveis de anticorpos no soro e ovos de matrizes pesadas e no

soro das progénies

A eficacia de cada esquema de vacinagdo foi primeiramente avaliada pelo
nivel de anticorpos. Os niveis de IgY no soro de matrizes pesadas foram
significativamente maiores no grupo VAC comparado com o grupo NV as 7 e 12
semanas apos a dose booster (p <0,05; Fig. 5).

Na gema dos ovos embrionados, os niveis de IgY foram significativamente
maiores no grupo VAC comparado com os demais grupos nos dois periodos (p
<0,05; Fig. 6).

No soro de pintos provenientes de matrizes pesadas houve diferenca
significativa no grupo VAC em todos os periodos antes e pds desafio com SE, 1 dai,
1 e 4 dpi (p <0,05; Fig. 7). Nao foram utilizados as progénies do grupo bacterina,
pois ndo houve diferenca significativa na concentracdo de IgY na gema de ovos
embrionados dos grupos NV e BAC e o intuito do trabalho foi avaliar o candidato
vacinal (VAC) em relacdo ao grupo néo vacinado (NV).

Os valores de Média E ajustado no soro de matrizes e pintos e na gema de
ovo estéo descritos nas Tab. 3 e Tab. 4, com uma taxa de transferéncia de IgY do
soro de matrizes pesadas para a gema de ovos de 93,44% e 67,14%,
respectivamente, nos grupos VAC e BAC no primeiro periodo e 78,89% e 41,94%,
respectivamente nos grupos VAC e BAC no segundo periodo. A taxa de
transferéncia de IgY da gema do ovo para a progénie do grupo VAC foi de 98,59% e
a taxa de transferéncia do soro de matrizes pesadas para o soro de progénies do
grupo VAC foi de 92,11%. A porcentagem de transferéncia de anticorpos foi

calculada de acordo com as férmulas descritas acima.
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Média E valor

A NV
Semanas apos dose booster vacina
Figura. 5. Niveis de IgY no soro de matrizes pesadas nos grupos NV, VAC e

BAC apéds a dose booster (7 e 12 semanas). Os dados representam as médias + DP.
* p <0,05; ns, nao significativo.
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Figura 6. Niveis de IgY na gema do ovo de matrizes pesadas nos grupos NV,
VAC e BAC apos a dose booster (7 e 12 semanas). Os dados representam as
médias + DP. *, p <0,05; ns, nao significativo.
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Figura 7. Niveis de IgY no soro de pintos provenientes de matrizes pesadas
nos grupos NV e VAC antes (1 dai) e apds o desafio com SE (1 e 4 dpi). Os dados
representam as médias + DP. *, p <0,05; ns, ndo significativo.

Tabela 3. Valor E ajustado médio do IgY especifico em soro de matrizes
pesadas, gema de ovos e soro de progénie de 1 dia apés 7 semanas da dose
booster dos tratamentos e a média da porcentagem de transferéncia da matriz
pesada para a gema do ovo, da gema do ovo para a progénie e da matriz pesada

para a progénie

Média da

4 o - Média da A Média da
Média do Média do Média do transferéncia transferéncia transferéncia
valor E valor E valor E de IaY do soro delgY do de laY das
Grupos ajustado no ajustado na  ajustado na das? matrizes soro das em%s dos
soro de gemados progéniedel ara as gemas matrizes para og\]/os ara as
matrizes ovos dia deidade P 9 as progénies > s
dos ovos (%) (%) progénies (%)
NV 0,21+0,18b 0,25+0,20b 0,36 + 0,20b - - -
VAC 0,76 £0,10a 0,71+0,19a 0,70+0,17a 93,42 92,11 98,59
BAC 0,70+ 0,03a 0,47 £0,16ab - 67,14 - -
P- value <0,001 <0,001 0,018

a,b na mesma coluna, médias com sobrescritos diferentes indicam diferencgas significativas (P <0,05). Dados
séo expressos como média + DP.
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Tabela 4. Valor E ajustado médio do IgY especifico em soro de matrizes
pesadas, gema de ovos e soro de progénie de 1 dia apds 12 semanas da dose
booster e a média da porcentagem de transferéncia da matriz pesada para a gema
do ovo, da gema do ovo para progénie e da matriz pesada para progénie.

Média do valor E Média do valor E Média da transferéncia de
Grupos ajustado no soro de ajustado na gema IgY das matrizes para as
matrizes dos ovos gemas dos ovos (%)
NV 0,30 + 0,20b 0,26 + 0,23b -
VAC 0,90 + 0,09a 0,71+ 0,35a 78,89
BAC 0,93 £ 0,09a 0,39 + 0,36ab 41,94
P- Value <0,001 0,001

a,b na mesma coluna, médias com sobrescritos diferentes indicam diferengas significativas (P <0,05). Dados
séo expressos como média + DP.

5.2. Contagem de SE

Foi avaliada a contagem bacteriana apos desafio com a cepa de SE no figado
e conteudo cecal (Fig. 8). A 1 dpi, a cepa de desafio foi detectada somente nas
amostras de conteudo cecal nos grupos NV e VAC sem diferencas entre 0s grupos
(p> 0,05). A 4 dpi, a SE foi recuperada no figado e contetudo cecal de todos os
grupos, porém nédo foram estatisticamente diferentes entre os grupos (p> 0,05). N&ao

foi encontrada nenhuma mortalidade ou sinal clinico nas progénies do estudo.
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Figura 8. Contagem de S. Enteritidis em amostras de figado e tonsila cecal
apos desafio na progénie dos grupos NV e VAC. Os numeros da cepa desafio sao
expressos em logl0 de UFC por grama da amostra, para amostras positivas apos
enriquecimento, foi utilizado o valor 2 para os céalculos. Os dados representam as
médias + DP. *, p <0,05; ns, nao significativo.
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5.3. Morfologia intestinal

Os resultados histopatologicos das progénies desafiadas foram mostrados na
Tab. 5, Tab. 6 e na Fig. 9. Aos 4 dpi o VCR do duodeno, jejuno e ileo foram
significativamente maiores (P < 0,05) no grupo VAC; no entanto, ndo houve
diferenca significativa nos demais periodos. A VCR do ileo no grupo VAC foi
significativamente maior (P < 0,05) a 4 dpi em comparac¢do com os demais periodos.
A 4 Dpi a VCR do jejuno foi menor no grupo NV (P < 0,05) em comparacdo com 1
Dai. Foi encontrado maior descamacao epitelial no duodeno do grupo NV em
comparacao com o grupo VAC (Fig. 10).

A altura dos vilos foram significativamente maiores (P < 0,05) no grupo VAC
comparado com o grupo NV nos segmentos de jejuno e ileo a 4 dpi. A 4 dpi a altura
dos vilos foram significativamente maiores (P < 0,05) no jejuno comparado com 0s
demais periodos. A profundidade das criptas também foram significativas maiores
(P < 0,05) a 4 dpi no grupo NV comparado com o grupo VAC nos segmentos de
duodeno e jejuno.

Tabela 5. Efeito do candidato vacinal (VAC) na morfologia intestinal
mensurados pela relacdo altura de vilo dividido pela profundidade de cripta
(VCR) de progénie desafiados com SE em varios periodos antes (dai) e apos
desafio (dpi).

Segme;nto Tratamentos 1 Dai 1 Dpi 4 Dpi P- Value
intestinal
NV 6,92 + 1,37 7,18 £ 2,30 552+2,00b 0,383
Duodeno VAC 6,28 £ 1,99 7,41 +2,88 9,0+ 2,19 a 0,169
P- Value 0,454 0,897 0,019
NV 573+055A 495+169AB 3,78+0,31Bb 0,035
Jejuno VAC 6,35+ 1,64 6,07 £ 0,50 7,80+0,95a 0,071
P- Value 0,444 0,192 <0,001
NV 5,74 + 2,67 4,18 + 0,66 3,82 £0,33b 0,204
ileo VAC 440+054AB 4,06+0,63B 5,90+1,50 Aa 0,029
P- Value 0,316 0,817 0,016

a,b na mesma coluna e A,B na mesma linha, médias com sobrescritos diferentes indicam diferencas

significativas (P <0,05). Dados séo expressos como média + DP.
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Tabela 6. Altura dos vilos e profundidade das criptas em segmentos de

duodeno, jejuno e ileo de progénie desafiados com SE em varios periodos antes

(dai) e apos desafio (dpi).

Tratamentos 1 Dai 1 Dpi 4 Dpi
P- Value
Duodeno
NV 4443 +1715 626,6 +97,4 520,6 +171,2 0,256
Altura dos
vilos (um) VAC 461,4+1339 491,9+125  669,8+177,9 0092
P- Value 0,864 0,122 0,213
Profundidade NV 67,3+33,7 93,7+ 32 97,5+19,2 a 0,242
das criptas VAC 78,5 + 36,3 72,4+ 24,1 735+752b 0,922
(um) P- Value 0,627 0,288 0,031
Jejuno
NV 254,1 +108,5 248,3 + 102 352,0+26,0b 0,150
Altura dos
vilos (um) VAC 299,4 + 43,38 354,6 +52,4AB 3935 + 26,3Aa 0,013
P- Value 0,410 0,072 0,036
Profundidade NV 449 + 20,4B 49,4 +8,7B 93,6 + 9,4Aa <0,001
das criptas VAC 50,8 + 19,1 58,5+ 7,8 51,5+9,9b 0,608
(um) P- Value 0,652 0,120 <0,001
fleo
Altura dos NV 196,2 + 77,6 242,6 + 31,8 293,9+52,6 0,069
vilos (um) VAC 223,5+27,9B 230,4 +39,1B 345,1+ 14,6A <0,001
P- Value 0,454 0,897 0,019
Profundidade NV 45,1 + 30,0 58,6 £+ 5,6 76,1 +11,0 0,075
das criptas VAC 50,8+ 7,8 57,1+8,6 61,4+ 14,0 0,318
(um) P- Value 0,689 0,765 0,091

a,b na mesma coluna e A,B na mesma linha, médias com sobrescritos diferentes indicam diferengas

significativas (P <0,05). Dados sao expressos como média + DP.
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Fig. 9. Foto imagem dos segmentos do intestino das progénies

Onde; A, C, e E — Representa imagens dos segmentos de intestino do grupo
NV com 4 dpi, respectivamente, duodeno, jejuno e ileo, apresentaram menor VCR e
maior descamacéo epitelial no duodeno (A) comparado com o grupo VAC (B). B,.D e
F, segmentos do intestino do grupo VAC com 4 dpi, duodeno, jejuno e ileo,
respectivamente, apresentaram maior VCR e menor descamacgdo epitelial no
duodeno (B) comparado com grupo NV (A). Coloragcdo Hematoxilina-Eosina. Barra
de escala =100 pym
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6. DISCUSSAO

Como os anticorpos sdo transferidos da reprodutora para o ovo e através
destes para o embrido e consequente para os pintinhos, o nivel de anticorpos
transferidos para progénie depende dos antigenos e infec¢cdes que a reprodutora
teve contato, e principalmente com o tipo de vacina e esquema vacinal utilizado
(Kowalczyk et al., 2019). E reconhecido que vacinas inativadas sdo capazes de
produzir anticorpos ao longo de toda a vida produtiva das reprodutoras
diferentemente de aves vacinadas com vacinas vivas, sendo observadas protecao
contra SE até 10 meses apos o uso de bacterinas comerciais (Ishida et al., 2018;
Armwood et al., 2019).

Conforme descrito nas tabelas 3 e 4, os niveis de IgY no soro de matrizes
pesadas foram maiores no grupo VAC comparado com o grupo NV as 7 e 12
semanas apos dose booster, 0 que demonstra que a candidato vacinal mesmo sem
a incorporacdo de nenhum tipo de adjuvante oleoso apresentou uma excelente
capacidade de producédo de IgY ao longo da vida produtiva das reprodutoras, além
de uma capacidade de transferéncia de anticorpos para a gema do ovo e progénie
superior a bacterina comercial utilizada no experimento. Sendo os niveis de IgY na
gema dos ovos embrionados maiores no grupo VAC comparado com os demais
grupos em ambos os periodos pés vacinacao.

A taxa de transferéncia de IgY do grupo VAC do soro de reprodutoras para as
gemas dos ovos foram maiores que a taxas médias encontradas por Hamal et al.
(2006), Agrawal et al. (2016) e Kowalczyk et al. (2019), com 46,90%, 51,86% e
59,50%, respectivamente. Kowalczyk et al. (2019) vacinaram matrizes de peru
contra diversas enfermidades e mediram a taxa de transferéncia de anticorpos em
varios periodos da vida do lote. Hamal et al. (2006) e Agrawal et al. (2016)
vacinaram diversas linhagens de aves contra diversas doencas, entre elas SE, e
avaliaram as suas taxas de transferéncia de anticorpos.

Ja a taxa de transferéncia de IgY do ovo para a progénie do grupo VAC foi
muito maior que a taxa de aproximadamente 30% encontrada em outros estudos

utilizando vacinas contra Infectious Bursal Disease virus (Loeken and Roth, 1983; Al-
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Natour et al., 2004). Hamal et al. (2006), Agrawal et al. (2016) e Kowalczyk et al.
(2019) também encontraram uma menor transferéncia de IgY do ovo para a
progénie, com uma taxa de 61,71%, 59,86% e 57,3%, respectivamente.

A taxa de transferéncia de IgY do soro de matrizes para o soro das progénies
no grupo VAC também foi bem superior ao valor encontrado por Hamal et al. (2006),
Agrawal et al. (2016) e Kowalczyk et al. (2019), os quais encontraram uma taxa de
aproximadamente 30%.

Conforme descrito nas tabela 5 e 6, foram encontrados maiores VCR nas
progénies a 4 dpi em todos os segmentos de intestino no grupo VAC em
comparacao com o grupo NV. A morfologia intestinal € um dos principais indicadores
da integridade e saude intestinal das aves (Paiva et al.,, 2014). A altura das
vilosidades intestinais, a profundidade das criptas e a VCR nao afetam apenas a
funcdo da digestdo e absorcdo intestinal, mas também estdo relacionados a
colonizacdo por bactérias nocivas, sendo que um elevado VCR é geralmente
associado com uma boa integridade e saude intestinal (Paiva et al., 2014; Zhang et
al., 2019). O desafio por bactérias do género Salmonella reduz a altura das
vilosidades intestinais, aumenta a profundidade das criptas e reduz a VCR (Borsoi et
al., 2011; Jazi et al., 2019; Mora et al., 2019; Zhang et al., 2019).

As vilosidades mais curtas e criptas mais profundas estdo associadas a
presenca de toxinas das bactérias, sendo que a mucosa tenta restaurar as células
epiteliais afetadas (Laudadio et al.,, 2011). Além disso, a presenca de bactérias
patogénicas ou de suas toxinas causam um aumento na taxa de “turnover’ das
células epiteliais e requer quantidades maiores de energia e proteina para manter a
rapida producdo de novas células, o que pode aumentar a taxa energética para
manutencao intestinal, utilizando assim a energia e proteina que participariam do
processo de deposi¢cao muscular (Markovi¢ et al., 2009; Deng et al., 2012).

Uma cripta mais profunda pode indicar um “turnover’ mais rapido do tecido
com o intuito de permitir a renovacao da vilosidade, que sugere que o mecanismo de
resposta intestinal esta tentando compensar a descamacao normal ou atrofia das
vilosidades devido a inflamacado causada pelos patdgenos e suas toxinas (Tufarelli et
al., 2010; Naghi Shokri et al., 2016).
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N&o foram encontrados trabalhos correlacionando a VCR com o uso de
vacinas vivas ou inativadas para SE, no entanto, a mensuracdo da morfologia
intestinal € amplamente utilizada na avaliacdo de outros produtos contra SE, tais
como probidticos e combinacdes de 6leo essenciais e acidos organicos, 0s quais
também encontraram maiores VCR nos segmentos intestinais dos grupos tratados
em relacdo aos grupos controle desafiados com SE (Biloni et al., 2013; Shang et al.,
2015; Zhang et al., 2019) .

O figado é um dos principais 6rgaos internos para deteccdo de SE em aves, e
0 ceco € o principal local de multiplicacdo da bactéria (Inoue et al., 2008). Nos
orgaos internos, a SE pode ser recuperada apos 1 hora da inoculacdo experimental
(He et al., 2010), sendo que os maiores niveis de contaminacao sdo observados 3
dias apos a infecgdo (Van Immerseel et al., 2002). Também foi relatado por Asheg et
al. (2003), Santana (2011) e Upadhyaya et al. (2013) que a aderéncia, a penetracao
e a colonizacéo do ceco por SE em aves é dose desafio dependente.

No presente estudo, mesmo havendo diferenga significativa nos niveis de IgY
no soro do grupo de pintos VAC em todos os periodos e no VCR de todos os
segmentos do intestino a 4 dpi, ndo houve diferenca na recuperacdo de SE no
figado e conteddo cecal entre os grupos, sendo que a 1 dpi a SE foi somente
recuperada nas amostras de contetdo cecal.

Sendo a adeséo e colonizagao por SE dose desafio dependente (Ashef et al.,
2003), um fator que pode comprometer a protecao contra SE em 6rgaos internos e
conteudo cecal € a alta dose de SE utilizada para o desafio, pois a dose utilizada no
estudo foi de 107 UFC por pinto, a qual é maior que a dose de 10? UFC/pinto
utilizada por Methner e Steinbach, (1997), 10° UFC/pinto utilizada por Inoue et al.
(2008) e Baxter (2015) e 102 e 10° UFC/pinto utilizada por Armwood et al. (2019).

Utilizando uma baixa dose desafio (10> UFC/ave), determinada protecdo
contra SE foi encontrada por Methner e Steinbach (1997) que vacinaram matrizes
pesadas com uma bacterina comercial e aléem de observarem altos titulos de IgY no
soro das progénies, também encontraram menor recuperacdo de SE em contetdo
cecal nos pintos do grupo vacinado entre os dias 6 e 20 apds o desafio com SE.
Resultados semelhantes foram encontrados por Inoue et al. (2008) que observaram

diferenca na prevaléncia e menor recuperacdo de SE em figado, baco e conteudo
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cecal com 3 dpi em progénies de matrizes vacinadas com uma bacterina comercial e
desafiadas com SE com 1 dia de idade, no entanto, também foram utilizadas cargas
de desafio menores (10° UFC/ave) que o presente estudo.

Armwood et al. (2019) vacinaram matrizes pesadas com vacinas vivas,
bacterina comercial e vacina inativada autégena e desafiaram sua progénie com
Salmonella Heidelberg (SH), encontrando diferencas significativas na prevaléncia de
aves positivas no conteudo cecal provenientes de matrizes com titulos de IgY
maiores, no entanto, houve maior recuperacdo de SH em figado e conteudo cecal
em aves que receberam a dose desafio maior (10> UFC/pinto) comparado com o
grupo desafiado com dose menor mesmo em aves com altos titulos de IgY. Assim, é
possivel que a imunidade materna exerca efeito adicional na progénie contra SE, em
situacOes onde os desafios sejam menores (Atterbury et al., 2009).

No entanto, resultados de protecdo fraca também foram encontrados em
doses desafios menores que o presente estudo, Baxter (2015) avaliou diversos
esquemas vacinais com vacinas vivas e inativadas em matrizes pesadas e desafiou
suas progénies com SE na dose 10° UFC/pinto, ndo encontrando diferencas
significativas na prevaléncia e recuperacdo de SE no contetdo cecal das progénie
de matrizes pesadas de 34 semanas de idade, a qual representa uma idade muito
parecida com a utilizada no estudo (27 semanas).

A fraca protecdo contra SE nas progénies, pode ser justificada, pois a
resposta imune humoral confere somente uma protecéo parcial contra a colonizacao
por SE nos 0Orgdos internos e ceco, pois a SE sendo uma bactéria intracelular
facultativa pode sobreviver e replicar-se dentro das células, especialmente nos
macréfagos, conforme relatado por Tran et al. (2010), que observaram que um grupo
de aves com alto titulos de IgY especificos ndo foram capazes de eliminar SE
intracelular, sendo necessario, para uma resposta imune completa, além da resposta
humoral, a inducdo de uma resposta imune especifica mediada por células (Barrow,
2007; Inoue et al., 2008; Chappell et al., 2009; Penha Filho et al., 2012; Huberman et
al., 2019).

Visto que, a maioria das bacterinas comerciais disponiveis sdo desenvolvidas
para fornecer protecdo diretamente nas aves vacinadas e reduzir a transmissao

vertical (Atterbury et al., 2009). A vacinacdo em massa em reprodutoras leves e
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pesadas, epidemiologicamente, poderia reduzir significativamente o0s casos
relacionados a produtos contaminados por Salmonella como ocorreu no Reino Unido
e UE (Cogan e Humphrey, 2003; EFSA, 2007, 2011; Collard et al., 2008; Griffin e
O’Brien, 2013).

Holt et al. (1996) e Atterbury et al. (2009) vacinaram matrizes leves em inicio
de postura com bacterina comercial e observaram reducdo na recuperacdo de SE
em conteldo cecal e 6rgédos internos em baixa e alta dose desafio (10> e 108
UFC/pinto, respectivamente). Assim, a vacina inativada além de produzir elevados
niveis de anticorpos na progénie, também, é capaz de proteger a ave reprodutora
vacinada e reduzir o numero de ovos contaminados, podendo reduzir o ciclo de
transmissdo vertical de SE e consequentemente a prevaléncia de progénies
contaminadas, o0 que se faz muito importante para a epidemiologia da infec¢ao visto
gue a exposicdo precoce ao SE interfere na capacidade de resposta humoral e
outros estimulos antigénicos, sendo esses efeitos observados por pelo menos 23
semanas (Holt et al., 1999).

Diversos estudos tem relatado que a contaminag&o por SE por via oral pode
facilmente colonizar o intestino, mas dificilmente o oviduto (Nakamura et al., 1994;
Woodward et al.,, 2002a; Ishida et al., 2018), sendo que a contaminacdo pela via
intravenosa pode causar bacteremia sistémica com consequente colonizacdo de
ovarios e ovidutos (Ishida et al., 2018). Ishida et al. (2018) observaram que um alto
indice de IgA e IgY no sangue e mucosa de intestino e oviduto de aves SPF
vacinadas com uma bacterina comercial protegeu contra bacteremia sistémica
causada por SE e consequente coloniza¢do do sistema reprodutivo.

Diante dos resultados obtidos e outros estudos sobre este tema, podemos
notar um importante papel da imunidade materna, principalmente devido a grande
possibilidade de exposicdo precoce a SE em lotes de aves, apesar da completa

erradicacao de SE nos lotes de aves ser uma tarefa complexa.
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7. CONCLUSAO

O alto nivel de IgY no soro de reprodutoras, além de ser importante para a
transmissdo de anticorpos maternos para a progénie, € extremamente importante
para o controle de SE, principalmente nos estagios iniciais da infec¢do, pois nesses
periodos a bactéria se encontra no meio extracelular e é acessivel a opsonizacao
pelas imunoglobulinas especificas. Ja os anticorpos maternos sao importantes para
as progénies recém eclodidas que ainda ndo possuem 0 seu sistema imunoldgico
totalmente desenvolvido.

O candidato vacinal mesmo sem a incluséo de nenhum tipo de adjuvante
oleoso demonstrou excelente capacidade de producdo de imunoglobulinas, apos
duas doses, com uma taxa transferéncia de IgY para a gema do ovo e progénie
superior a bacterina comercial utilizada, demonstrando potencial para atuar como
uma importante ferramenta de baixo custo no controle de SE, seja na reducéo da
contaminacdo na progénie, seja na propria reprodutora, reduzindo também a
transmissao vertical da doenca.

A despeito da excelente producédo e transmissao de IgY, bem como maiores
VCR em todos os segmentos intestinais de progénies provenientes do grupo
vacinado, ndo houve diferenca estatistica na recuperacédo de SE entre as progénies
desafiadas, no entanto, a dose desafio realizada foi bem maior que a utilizada em
outros trabalhos.

Apesar de todos os resultados relevantes encontrados com o candidato
vacinal no presente trabalho, ainda sdo necessérios estudos mais aprofundados
sobre a sua capacidade de estimulo a resposta imune mediada por células, sua
resposta a diferentes doses desafio de SE e capacidade de protecdo na propria

reprodutora vacinada.
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