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AVALIACAO IMUNOISTOQUIMICA DA RESPOSTA IMUNE CELULAR DE AVES
COMERCIAIS (Gallus gallus domesticus) DESAFIADAS POR Salmonella Enteritidis e
Salmonella Typhimurium CONTENDO DELECAO DOS GENES ttrA E pduA

RESUMO - Salmonela spp. € um dos principais patdégenos de origem alimentar
responsavel por causar grandes prejuizos econdémicos, principalmente para a avicultura, e trazer
consequéncias também para a satde publica. Tanto a capacidade de sobrevivéncia do patégeno
no ambiente durante a inflamagdo quanto sua relagdo com o sistema imunoldgico do
hospedeiro, desempenham um papel fundamental durante as infeccGes em aves. O objetivo
deste estudo foi quantificar a presenca de macréfagos e populag@es de linfécitos T, por meio da
utilizacdo da técnica de imuno-histoquimica, em linhagens comerciais de frangos infectados
experimentalmente por cepas selvagens e mutantes de Salmonella Enteritidis e Salmonella
Typhimurium contendo delecdo dos genes ttrA e pduA. Salmonella Enteritidis AttrAApduA
desencadeou uma porcentagem maior da area corada do que o tipo selvagem, com excecao de
poedeiras leves. As infeccdes por Salmonella Typhimurium e Salmonella Typhimurium
AttrAApduA levam a um padréo, 1 e 14 dpi apresentam uma porcentagem da area marcada
mais expressiva do que em 3 e 7 dpi. Em ambas as linhagens estudadas, foi observada infiltracéo
proeminente de macrofagos em comparagdo com os linfocitos. No geral, os animais infectados
pela cepa mutante apresentam uma area marcada positivamente maior do que o tipo selvagem.
DelecBes nos genes ttrA e pduA resultaram em uma infiltracdo mais intensa de macrofagos e
linfécitos nas aves hospedeiras, sugerindo ndo atenuacdo do patdégeno, mesmo em diferentes
cepas de Salmonella.

Palavras-chave: linfocitos, macrofagos, Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium,
salmonelose



IMMUNOHISTOCHEMICAL EVALUATION OF THE IMMUNE CELL RESPONSE
OF COMMERCIAL BIRDS (Gallus gallus domesticus) CHALLENGED BY Salmonella
Enteritidis and Salmonella Typhimurium CONTAINING DELETION OF ttrA AND
pduA GENES

ABSTRACT - Salmonella spp. is one of the major foodborne pathogens responsible
for causing great economic damage, especially to the poultry industry, and bringing
consequences for public health as well. Both the pathogen survival ability in the environment
during inflammation as well as their relationship with the host immune system, play a key role
during infections in poultry. The objective of this study was to quantify the presence of the
macrophages and T lymphocytes populations using the immunohistochemistry technique, in
commercial lineages of chickens experimentally infected by wild-type and mutant strains of
Salmonella Enteritidis and Salmonella Typhimurium lacking ttrA and pduA genes. Salmonella
Enteritidis AttrAApduA triggered a higher percentage of the stained area than the wild-type,
with exception of light-laying hens. Salmonella Typhimurium and Salmonella Typhimurium
AttrAApduA infections lead to a pattern, 1 and 14 dpi present a percent of the stained area more
expressive than at 3 and 7 dpi. In both lineages studied, were observed prominent infiltration
of macrophages in comparison with lymphocytes. Overall, animals infected by the mutant strain
display a positively stained area higher than the wild-type. Deletions in both ttrA and pduA
genes resulted in a more intense infiltration of macrophages and lymphocytes in the host birds,
suggesting no pathogen attenuation, even in different strains of Salmonella.

Keywords: lymphocytes, macrophages, Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium,
salmonellosis.



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

Introducéo

A avicultura comercial é considerada um dos setores de maior crescimento da indudstria
agropecuéria no Brasil. De acordo com dados projetados pela Associacao Brasileira de Proteina
Animal (ABPA), no ano de 2020, a producédo brasileira de carne de frango apresentara um
crescimento entre 3 e 4%, alcancando o total de 13,7 bilhdes de quilos. Este crescimento tem
sido observado em ambos 0s aspectos, exportacdo e consumo interno, demonstrando que,
apesar dos impactos da pandemia, o setor continua altamente produtivo. Outro ponto importante
para a eficiéncia deste desempenho é a evolugdo da genética das aves, da nutri¢do e do sistema
de manejo. Porém, a intensificacdo do sistema produtivo adotado na maioria das criacGes, com
alta densidade populacional, favorece a presenca de agentes patogénicos nos lotes (ABPA,

2017), em especial estirpes de Salmonella enterica.

Surtos alimentares em seres humanos, provenientes de ingestdo de produtos de origem
avicola, sdo frequentemente associados a Salmonella spp. (O’Regan et al., 2008), visto que
estes sdo animais suscetiveis e podem atuar como fonte de infec¢do para disseminagdo do
patégeno (Omiccioli et al., 2009). O género Salmonella integra a familia Enterobacteriaceae, e
abriga mais de 2600 sorovares (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014), muitos deles altamente
virulentos, sendo a maioria considerada patogénica para 0s seres humanos e animais. No caso
das aves, ocorrem trés tipos de infeccdes: o tifo aviario, causado por Salmonella enterica subsp.
enterica sorovar Gallinarum biovar Gallinarum (S. Gallinarum); a pulorose, causada por
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Gallinarum biovar Pullorum (S. Pullorum); o
paratifo aviario, sem agente etiologico especifico, e pode ser causado por qualquer um dos
demais sorovares (ex.: Salmonella enterica subsp. enterica sorovares Enteritidis (S. Enteritidis),
Heidelberg (S. Heidelberg) e Typhimurium (S. Typhimurium)).

Infecgdes ou surtos provocados por salmoneloses devem ser, obrigatoriamente,
notificadas a Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), em decorréncia aos prejuizos
causados pela mortalidade de animais e além de apresentarem risco de disseminagéo da doenca
para outras localidades (OIE, 2012), uma vez que a salmonelose é considerada uma doenca

transmitida por alimentos (DTA) de ocorréncia global. Em paises industrializados, a incidéncia



de DTAs causadas por sorovares paratificos do género Salmonella, é frequentemente alta em
levantamentos epidemioldgicos (Ma et al. 2014). No Brasil, segundo a Secretaria de Vigilancia
em Saude (SVS) (2020), em seu ultimo relatério publicado referente ao periodo 2007-2015,
embora a incidéncia de DTASs no pais tenha apresentado queda durante os anos, o principal
patégeno isolado dentre as amostras analisadas foram estirpes do género Salmonella, (25,17%),
no qual, Salmonella Enteritidis foi responséavel por 67,5% destes.

Os sorovares Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium, ha décadas, sdo
associados principalmente a infecgdes alimentares. Entre 1995 e 2010, S. Enteritidis foi
identificada em 34,2% do total de amostras positivas para Salmonella spp. (Freitas Neto et al.,
2010). Conforme o sistema de alerta rapido da Unido Europeia (RASFF), no ano de 2017, em
330 lotes de carne de frango provenientes do Brasil detectou-se Salmonella spp. em 299 deles,
resultando em rejeite e devolucdo da remessa ao pais de origem. Esta notificagdo e estorno de
produtos avicolas demonstrou um ponto critico para 0 mercado exportador brasileiro, pois
podem resultar em embargos comerciais, causando maior prejuizo econémico ao pais (EU,
2017).

A escolha por Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium se deve, ndo apenas
ao histdrico como causadores de infec¢fes alimentares oriundas de produtos de origem avicola,
mas também aos embargos comerciais e grande prejuizo a economia do pais causado por estas
estirpes. Essas salmonelas nem sempre provocam grandes danos a saude das aves, mas quando
presentes se constituem em problema de salde publica e deve-se mencionar a facilidade para
se tornarem multirresistente a antimicrobianos, bem como se perpetuarem no ambiente. No
meio cientifico, estudos que avaliam o metabolismo bacteriano tém se destacado, assim como
os fatores associados ao processo de colonizacdo em mamiferos. Porém, ainda ha escassez de
estudos que avaliem especificamente as vias do metabolismo de Salmonela spp. em aves.
Compreender a atuacdo dos genes responsaveis por essas vias, que proporcionam vantagem a
colonizagdo e multiplicacdo bacteriana em aves comerciais, evidencia a importancia deste
estudo. E a disponibilidade de ferramentas como a imuno-histoquimica contribuem para a
compreensdo de como o hospedeiro responde a infec¢do. Os conhecimentos adquiridos poderédo
ajudar a compreender melhor a relagdo da bactéria com o hospedeiro, assim auxiliando na busca

de alternativas para inibir sua sobrevivéncia em aves e permanéncia no ambiente avicola.
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