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EFICACIA DE PROGRAMAS VACINAIS CONTRA O TIFO AVIARIO EM
POEDEIRAS COMERCIAIS (Gallus gallus) UTILIZANDO A ESTIRPE ATENUADA
Salmonella GALLINARUM cobS-—chiA-

RESUMO - Salmonella constitui-se em um género de bactérias amplamente
distribuidas na natureza que podem infectar seres humanos, aves, peixes, répteis e
mamiferos, e causam doengas em animais e seres humanos. Salmonella enterica
subsp. enterica sorovar Gallinarum biovar Gallinarum (SG) é o agente etiol6gico do
tifo aviario (TA). Este biovar é hospedeiro-especifico de aves e se diferencia de
outros sorovares por ser imovel, causando uma doenca septicémica aguda, com alta
taxa de morbidade e mortalidade, que afeta animais adultos, mas € muito patogénico
para aves de qualquer idade e também um motivo de preocupacao para a avicultura
industrial, causando mortalidade que pode chegar a 80%. Programas de
monitoramento baseado em testes soroldgicos e bacterioldégicos para controlar a
disseminacdo desta bactéria e medidas de biosseguranca sdo importantes, para o
controle do tifo aviario. A vacinacao é uma importante medida que pode ser aplicada
como parte de um programa de biosseguranca. Neste trabalho, as aves para postura
comercial dos grupos A, B e C foram vacinadas com duas doses da estirpe atenuada
de Salmonella Gallinarum cobS chiA (SGcobSchiA") e desafiadas na 162 semana de
vida com uma estirpe patogénica de SG (SG287/91). As aves dos grupos E e F
foram vacinadas com trés doses da estirpe SGcobSchiA- e desafiadas na 202
semana de vida com a estirpe patogénica SG287/91. A mortalidade das aves
vacinadas e de aves nao-vacinadas foi observada apds o desafio. Notou-se reducéo
significativa nas taxas de mortalidade em todos os grupos de aves vacinadas com
duas ou trés doses da vacina viva, em relacdo as aves nado vacinadas. Foi
demonstrado uma forte protecdo vacinal contra o tifo aviario em um modelo
experimental que pode ser aplicado em aves comerciais a campo, complementando
estudos prévios com a estirpe vacinal SGcobS chbiA.

Palavras-chave: protecdo, mortalidade, tifo aviario, Salmonella Gallinarum,
vacinas.
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EFFICACY OF VACCINE PROGRAMS AGAINST FOWL TYPHOID |IN
COMMERCIAL LAYERS HENS (Gallus gallus) USING THE ATTENUATED
STRAIN Salmonella GALLINARUM cobS—chiA-

ABSTRACT - Salmonella is a genus of bacteria widely distributed in nature that can
infect poultry, humans, fishes, reptiles and mammals in general and often causes
diseases in animals and humans. Fowl typhoid (FT) is the etiologic agent of
Salmonella enterica serovar Gallinarum biovar Gallinarum (SG). This non-motile
biovar is host-specific and highly adapted to infect birds, causing an acute septicemic
disease with high morbidity and mortality, which is very pathogenic to birds of any
age, including adult birds and also a cause of concern for the poultry industry,
causing mortality that can reach 80%. Monitoring program based on serological and
bacteriological tests to prevent infection or to control the spread of the agent and
biosecurity measures are important for the control of fowl typhoid. Vaccination is an
important measure, which can be used as part of a global biosecurity. In the present
work, commercial brown layer-hens in groups A, B, C and D were vaccinated twice
with strain Salmonella Gallinarum AcobSAcbiA (SGcobS<chiA’) and challenged at
16t week of life with a pathogenic strain of SG (SG297/91). Layers in groups E, F
and G were vaccinated with three doses of SGcobSchiA- and challenged at 20t
week of life with a pathogenic strain SG287/91. The mortality rate was observed after
challenge in all groups. It was observed the significant reduction of the mortality rate
in all groups of vaccinated layer-hens with two and three doses of SGcobS chiA-,
complementing previous studies.

Keywords: protection, mortality, fowl typhoid, Salmonella Gallinarum,

vaccines.
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1. INTRODUCAO

O género Salmonella compreende bactérias amplamente distribuidas na
natureza, capazes de infectar seres humanos, aves, peixes, répteis e mamiferos. A
infeccdo de aves, por esses micro-organismos pode levar ao desenvolvimento de um
guadro clinico ou subclinico. Algumas aves convalescentes podem permanecer
como portadoras e fontes de infeccdo para seres humanos. S&0 micro-organismos
capazes de sobreviver no ambiente e no organismo de aves por longos periodos,
tornando dificil a erradicacdo em estabelecimentos avicolas.

As salmoneloses aviarias sao divididas entre o paratifo, o tifo e a pulorose, de
acordo com o sorotipo infectante e as manifestacdes clinicas desenvolvidas. Entre
as salmoneloses, o tifo aviario, cujo agente etiolégico é Salmonella enterica
subespécie enterica sorotipo Gallinarum biovar Gallinarum (SG), é uma doenca de
grande importancia econémica para a avicultura industrial. Este biovar é hospedeiro-
especifico, altamente adaptado as aves e se diferencia dos demais por ser imovel
(sem flagelo). Assim como Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo
Gallinarum biovar Pullorum (SP), causa infeccdo sistémica com alta mortalidade e
grandes prejuizos. A infeccdo por SG causa uma doenca aguda com septicemia e
toxemia, que afeta as aves jovens e adultas, diminuindo a produtividade dos lotes e
elevando a mortalidade. Dessa forma, o tifo aviario € uma doenca que demanda
constante vigilancia pela industria avicola, sendo necesséria a realizacdo de testes
bacteriolégicos e sorolégicos para o monitoramento de infec¢cdes. Medidas de
controle, tais como limpeza, higiene e desinfeccdo de instalagdes, cuidados com o
descarte de animais mortos, desinfeccdo de veiculos, controle de roedores,
passaros, moscas, outras espécies de aves e outros animais sdo as principais acoes
para a prevencao do tifo aviario. No entanto, as vacinas vivas tém sido adotadas
com maior frequéncia para a prevencao desta doenca e fazem parte dos programas
de biosseguranca implantado na industria avicola moderna.

A utilizacdo de vacinas para o controle de Salmonella spp. em aves, é
adotada em diversos paises onde a avicultura industrial esta presente, incluindo o
Brasil. Para a prevencdo do tifo aviario, podem ser utilizadas vacinas vivas
preparadas a partir de estirpes atenuadas e de baixa patogenicidade, como a vacina

viva avaliada no presente trabalho. Além disso, a eliminacdo de lotes positivos e a



utilizacdo de “vazio sanitario” sdo medidas importantes para o controle desta
doenca.

SGAcobSAcbiA foi preparada com uma estirpe que se tornou atenuada apos
a delecdo dos genes metabdlicos cobS e chiA. Ensaios anteriores demonstraram
que a estirpe SGAcobSAchiA apresenta caracteristicas favoraveis a sua utilizacao
em programas vacinais contra a infeccdo de aves por SG. Tendo em vista que
SGAcobSAcbiA pode ser identificada por meio de testes moleculares e demonstrou
ter capacidade de imunizar e promover resposta imune protetora contra SG, a
mesma pode ser utilizada como estirpe vacinal. Assim, o presente estudo avaliou a
eficacia de programas vacinais que podem ser utilizados em condices de campo

em granjas avicolas comerciais, para o controle do tifo aviario.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Taxonomia do Género Salmonella

O género Salmonella spp. faz parte da familia Enterobacteriaceae. Sao
bastonetes gram-negativos, aerobicos ou anaerObicos facultativos e oxidase
negativos. Este género consiste de duas espécies: Salmonella enterica e S. bongori.
Salmonella enterica se divide em seis subespécies: S. enterica subesp. enterica, S.
enterica subesp. salamae, S. enterica subesp. arizonae, S. enterica subesp.
diarizonae, S. enterica subesp. houtenae e S. enterica subesp. indica. (QUINN et al.,
2005; FORSHELL; WIERUP, 2006; WAN NORHANA et al., 2010).

A classificacdo dos sorotipoes de Salmonella spp. é realizada seguindo o
esquema de Kauffmann-White, baseado na composicdo de seus antigenos
somaéticos (0O), flagelares (H) e capsulares (K) (BRENNER et al., 2000; TINDAL, et
al.,2005). Existem mais de 2.610 sorotipoes identificados, porém cerca de 90
sorotipoes sao isolados com maior frequéncia em infec¢gbes de seres humanos e
animais (FREITAS NETO et al. 2010; GUIBOURDENCHE et al. 2010).

2.2. Importancia econdmica das salmoneloses aviarias

A avicultura industrial investe em equipamentos, tecnologias e inovacao, para
melhorar 0 manejo e a satde das aves (PENHA, et al., 2008; BERCHIERI JUNIOR;
FREITAS NETO, 2009). Neste contexto, a troca de informacfes entre os diversos
elos da cadeia produtiva € fundamental para a criacdo e a manutencdo de um
programa de biosseguranca dentro de criacdes comerciais. As salmoneloses estao
entre as principais causas de prejuizo para o setor avicola e por isso devem ser
constantemente monitoradas e controladas (SILVA: DUARTE, 2002; BERCHIERI
JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).

Salmonella spp. sdo micro-organismos capazes de infectar diversas espécies
animais e seres humanos. Os animais utilizados na producdo de alimentos,
principalmente aves, bovinos e suinos sédo as principais fontes de infeccao para os

seres humanos, principalmente em casos de infecgbes por Salmonella enterica



subespécie enterica sorotipo Enteritidis (SE) e Salmonella enterica subesp. enterica
sorotipo Typhimurium (STM) (SHINOHARA et al., 2008; EFSA, 2011; EFSA, 2012).
Na avicultura, as salmoneloses s&o responsaveis por perdas diretas e indiretas,
além de ser uma grande preocupacao em saude publica, por ser uma das principais
causas de diarreia de origem zoondtica (BUCHALA et al., 2006).

SG é altamente invasiva e hdo permanece no trato intestinal apos a infeccao.
Devido a sua capacidade de sobreviver e se multiplicar dentro de macréfagos, esta
bactéria infecta células do sistema mononuclear fagocitario do hospedeiro,
principalmente os macréfagos e dentro dessas células é transportada para os 6rgaos
internos, provocando enfermidade sistémica, com alta taxa de mortalidade em aves
de qualquer idade (BARROW et al., 1994; FREITAS NETO et al., 2013).

O tifo aviario permanece como um grande problema em paises com producédo
avicola intensiva e de larga escala, principalmente onde existe dificuldade na
aplicacdo de praticas adequadas de manejo sanitario (LEE et al., 2003). No Brasil, o
tifo aviario foi diagnosticado principalmente em granjas comerciais de aves de
postura de ovos, mas também pode ocorrer em aves reprodutoras de linhagens de
corte e de postura (BERCHIERI JUNIOR, 2000; OIE, 2012). A industria avicola
brasileira possui um dos melhores indices de qualidade e de produgdo. No entanto,
o clima tropical e o sistema de galpBes abertos, favorecem a disseminacao deste
patogeno. De acordo com dados do Instituto Adolfo Lutz entre os anos de 1991 e
1995, foram identificadas 372 amostras de Salmonella procedentes de criacdes
avicolas, das quais 21 eram de SP e 35 amostras eram de SG (TAVECHIO et al.,
1996).

2.3. Tifo aviario

SG é um biovar hospedeiro-especifico e causa uma grave infeccdo sistémica
nas aves, o tifo aviario (FREITAS et al.,, 2007; BERCHIERI JUNIOR; FREITAS
NETO, 2009). Sao raros os relatos de infec¢cdes por este biovar em seres humanos
(CDC 2007). A enfermidade foi descrita na Inglaterra, no final do século XIX,
acometendo 400 aves e provocando alta mortalidade (KLEIN, 1889). Por meio dos
genes presentes na llha de Patogenicidade 1 e do Sistema de Secrecéo do Tipo

Trés (SSTT), SG liberam proteinas responsaveis pela invasdo da barreira epitelial do



trato intestinal e consequente disseminacdo para orgaos internos (JONES et al.,
2001). A infeccdo por SG leva ao desenvolvimento de um quadro severo com
sintomatologia aparente. As aves tornam-se apaticas e enfraquecidas, as fezes
possuem cor amarelo-esverdeadas e a multiplicacdo da bactéria nos érgaos internos
causam esplenomegalia e hepatomegalia. As taxas de morbidade e mortalidade sao
altas, podendo acometer 80% das aves em lotes positivos (BERCHIERI JUNIOR et
al., 2000; SHIVAPRASAD, 2000; OLIVEIRA; BECHIERI JUNIOR; FERNANDES,
2005). A reducédo na producdo de ovos, fertilidade e eclodibilidade em matrizes
também fazem parte dos prejuizos causados por esta doenca (CHRISTENSEN et
al., 1993; SHIVAPRASAD, 2000; SHIVAPRASAD; BARROW, 2008; EZEMA et al.,
2009; MAMTA et al., 2010; JEON; NANDRE; LEE, 2013; KUMARI et al., 2013).

Alteracbes como orquite, epididimite, e epididimo-orquite em reprodutores
machos, foram atribuidas a infeccdo por SG. Este biovar foi isolado destes 6rgaos
em galos aos 2 anos de vida e em aves com 45 dias de vida infectadas
experimentalmente. Foram descritas lesdes degenerativas nas células epiteliais dos
tubulos seminiferos, bem como perturbacdes no processo de espermiogénese,
diminuindo a taxa de producdo de ovos férteis em incubatérios (KOKOSHAROV et
al., 1984; SHIVAPRASAD, 2000; MONLEON; MARTIN; BARNES, 2008).

A doenca foi observada em varios paises da Europa, Asia, América e Africa.
Os Estados Unidos da Ameérica (EUA) sao considerados livres de tifo aviario devido
ao sucesso do plano nacional de prevencédo e controle de enfermidades avicolas
gue inclui as salmoneloses. Fazem parte deste plano, medidas como a eliminagéo
de aves infectadas, a realizacao de provas soroldgicas, a pesquisa e a identificacédo
do sorotipo de Salmonella spp. por meio de exames bacterioldgicos junto com
medidas de limpeza, desinfec¢éo e higiene (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO,
2009).

O tifo aviario foi considerado uma doenca de paises “em desenvolvimento”
por muito tempo, no entanto em 2012, novos surtos voltaram a ocorrer em paises da
Europa, como a Irlanda do Norte (WORLD POULTRY, 2012). No Brasil, os primeiros
registros de tifo aviario ocorreram em 1919 em Minas Gerais. Casos desta doenga
foram frequentes durante as décadas de 80 e no inicio da década de 90 do século
passado (HOFER et al., 1997; BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009) e,



atualmente, surtos de tifo aviario estdo sendo relatados em todo o territério Brasileiro
(OIE, 2012).

2.4. Epidemiologia do tifo aviario

Surtos de tifo aviario ja foram descritos em diversos paises da América do
Sul. No Brasil, o controle desta doenca em lotes de aves comerciais inclui a
vacinagdo no programa de biosseguranca. Os relatos mais frequentes referem-se a
granjas de postura comercial e (OLIVEIRA; BECHIERI JUNIOR; FERNANDES,
2005) de aves reprodutoras para corte e postura comercial, infecta também perus,
codornas, gansos e faisbes adultos (KINDE et al., 2004; BERCHIERI JUNIOR;
OLIVEIRA, 2006), provocando alta morbidade e mortalidade, queda na producédo de
ovos e nha qualidade dos pintainhos recém nascidos em reprodutoras leves e
pesadas (BERCHIERI JUNIOR, et al., 2001).

As linhagens de aves leves sdo mais resistentes, a doenca clinica enquanto
as aves semipesadas e pesadas sdo mais suscetiveis a doenca (FREITAS NETO et
al., 2007). O tifo aviario é relatado em aves adultas com maior frequéncia, porém
esta enfermidade pode acometer aves em qualquer idade. A alta mortalidade em
lotes de aves jovens, causada por SG, pode se assemelhar aos quadros da pulorose
causada por SP. Embora SG tenha sido isolada em outros animais, como roedores,
galinhas d’Angola, faisbes, pardais e papagaios, ndo ha relato sobre o
desenvolvimento da doenca nesses animais ou de infeccdo em seres humanos
(SHIVAPRASAD, 2000; BERCHIERI JUNIOR et al., 2001a; BERCHIERI JUNIOR;
FREITAS NETO, 2009).

A transmisséo de SG ocorre primeiramente por via horizontal. No entanto,
alguns pesquisadores consideram a possibilidade de transmissédo pela via vertical
(POMEROY; NAGARAJA, 1991). As infeccbes por SG nao causam
comprometimento intestinal como notado em quadros de infeccdo de Salmonellas
paratificas (WYANT et al., 1999).

O contato de aves sadias com aves doentes, carcacas de aves mortas por SG

e 0 canibalismo estdo entre os principais facilitadores de disseminagdo do agente



etiolégico do tifo aviario em granjas (OLIVEIRA; BERCHIERI JUNIOR;
FERNANDES, 2005). Oliveira et al. (2005) demonstraram que a presenca de aves
mortas na gaiola por SG, em 48 horas ap0s a morte, aumentaram significativamente
as taxas de mortalidade de aves sadias que tiveram contato com as carcagas.
Entretanto, nas gaiolas em que as carcacgas foram retiradas rapidamente apds a
morte, a taxa de mortalidade foi significativamente menor.

Falhas no manejo sanitario, envolvendo a falta de limpeza, a presenca de
moscas, passaros silvestres, urubus e roedores sdo fatores de risco importantes
para a disseminacdo horizontal do agente do tifo aviario (BERCHIERI JUNIOR;
FREITAS NETO, 2009).

2.5. Vacinas utilizadas no controle e profilaxia de salmoneloses aviéarias

O controle de SG em criagdes avicolas é realizado com a adocdo de um
programa de biosseguranga, no qual esta incluido um programa vacinal contra estas
infecgBes. A imunizacdo é importante para a protecao das aves em qualquer fase do
ciclo de producdo (PENHA FILHO et al., 2010). Atualmente, estdo disponiveis
vacinas preparadas com estirpes vivas e inativadas (bacterinas) para controle de
SG. As vacinas vivas sao preparadas com estirpes atenuadas de SG, como SG9R, e
a estirpe SGAcobSAcbiA utilizada neste trabalho. As vacinas inativadas, também
conhecidas como bacterinas comerciais, sao preparadas com células mortas
inativadas ou subunidades imunogénicas da bactéria (BARROW, 2007).

As vacinas inativadas s&o utilizadas no Brasil desde 2002 em aves
reprodutoras e aves de postura comercial para a producéo de ovos de mesa visando
o controle de SE (BRASIL, 2003). A vacinagao é realizada com o objetivo de diminuir
a presenca desta bactéria em granjas, e consequentemente, diminuir o risco de
contaminacdo de produtos alimenticios de origem avicola (DAVIES; BRESLIN,
2003). As bacterinas preparadas com antigenos de SG para prevenir o tifo aviario
sdo pouco utilizadas no Brasil. Estas vacinas induzem uma elevada producéo de
anticorpos, mas a imunidade celular é pouco estimulada (TIMMS et al., 1994). A

protecdo conferida por vacinas inativadas € menor e a aplicacdo é realizada de



forma individual na musculatura peitoral da ave, acarretando em aumento do custo
com mao-de-obra e equipamentos de vacinacdo. Além disso, os adjuvantes
utilizados podem provocar forte reacdo inflamatoria no local quando aplicados em
condi¢des inadequadas (CARDOSO; ROCHA, 2006). As vacinas vivas sdo melhores
imundgenos, pois estas estirpes vacinais possuem muitos antigenos similares aos
epitopos presentes em estirpes patogénicas. Além disso, este tipo de vacina € mais
eficiente uma vez que induz o desenvolvimento da resposta imune celular
(BARROW; WALLIS, 2000; FEBERWEE et al., 2001b). Contudo, antes da utilizacao
de estirpes atenuadas de SG a campo, sdo necessarios estudos para avaliar a
possibilidade da reversao de viruléncia (DE BUCK et al.,2004).

O uso de vacinas para proteger as aves contra salmoneloses aviarias,
contendo estirpes atenuadas de SG € mais interessante sob o ponto de vista de
saude publica. Este sorotipo ndo é patogénico para os seres humanos e sendo
atenuado, provoca uma infec¢éo sistémica branda capaz de induzir resposta imune
desejavel (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009; ANDREATTI FILHO, R. F.;
SAVANO E. N.; SESTI, L., 2010; PENHA FILHO et al., 2010; PAIVA et al., 2012;
PENHA FILHO et al.,, 2012). E amplamente conhecido o fato de que a resposta
imune mediada por células é mais eficaz para a protecdo contra Salmonella spp.,
especialmente em infec¢cdes causadas por sorotipos hospedeiro-especificos e
invasivos (BARROW, 2007). Smith (1956) isolou ao acaso uma estirpe de SG rugosa
(SG9R), sem capacidade de provocar o tifo aviario devido a reduzida
patogenicidade. Desde entdo sua utilizagdo como estirpe vacinal tem sido estudada.
Diversos trabalhos sédo favoraveis a sua utilizacdo para o controle do tifo aviario
(WILSON, 1956; GORDON; LUKE, 1959; HARBOURNE et al.,1963; SILVA et al.,
1981; BOUZOUBAA et al.,1989; FEBERWEE et al., 2001b; LEE et.al. 2005; WIGLEY
et al. 2005). Em estudos de campo, para avaliar a possivel disseminacao da estirpe
vacinal de lotes vacinados de lotes ndo vacinados, ndao foram relatados indicativos
de excrecado fecal da estirpe vacinal SGO9R (FEBERWEE et al. 2001b). Lee et al.
(2007) demonstraram que esta estirpe foi capaz de controlar a infecgcdo sistémica
por SG reduzindo significativamente a morbidade e mortalidade entre as aves
vacinadas. Wigley et al. (2005) observaram que a atenuacéo resultou na diminui¢gédo

da persisténcia da bactéria no figado e no baco das aves. Barrow et al. (1991),



verificaram que a administracdo oral de SG9R diminuiu a excrecao fecal de uma
estirpe de SE, utilizada para desafiar as aves. Segundo Bouzoubaa et al. (1989),
esta estirpe vacinal protegeu aves contra o desafio experimental com uma estirpe
selvagem de SG, enquanto que a mortalidade em aves néo vacinadas foi de 60%.
No entanto, os autores observaram que a estirpe vacinal SG9R provocou lesdes
necroticas focais no figado em 55% das aves vacinadas.

A utilizacdo de vacinas, com o objetivo de controlar Salmonella spp. em aves,
tem sido adotada em diversos paises onde ha avicultura industrial, incluindo o Brasil.
Avancos na area da gendmica permitiram o desenvolvimento de estirpes de
Salmonella spp. atenuadas e com potencial vacinal. Algumas com delecdo Unica e
outras com delec¢des duplas ou multiplas no cromossomo. Os estudos realizados nos
ultimos anos estdo sumarizados nas publicacdbes de BARROW; WALLIS (2000) e
MASTROENI et al. (2000). Segundo Barrow e Wallis (2000) as vacinas vivas sao
alternativas mais apropriadas, porque podem ser administradas oralmente e sao
mais efetivas em prevenir a infeccdo por Salmonella spp., por induzir forte resposta
imune celular e humoral (sistémica e local).

Vacinas vivas e inativadas contra SG ja foram utilizadas em programas de
controle do tifo aviario em alguns paises (LEE et al., 2005). Segundo Nassar et al.
(1994) a administracéo de vacina viva de SG no inicio da vida das aves comerciais,
seguida de uma dose de bacterina comercial auxilia no controle de infec¢cbes por
Salmonella spp. durante a criacdo. Outros experimentos também demonstraram que
a combinacdo de vacinas vivas (incluindo a estirpe SG9R) com a vacina inativada
em um mesmo programa vacinal pode aumentar a eficacia da resposta imune contra
infec¢des por Salmonella spp. em galinhas poedeiras (SCHALLER,1996).

Algumas vacinas vivas atenuadas disponiveis atualmente e em uso no Brasil
e outros paises, sado capazes de proteger eficazmente contra o desafio por
sorotipoes que tém antigenos em comum, mas ndo conseguem inibir
consistentemente a colonizacdo intestinal por sorotipoes flagelados, agentes do
paratifo. Para garantir que uma vacina promova o efeito desejado, varias
propriedades devem ser avaliadas, entre estas, a possibilidade de diferenciagéo
entre a estirpe vacinal e estirpe patogénica. Como demonstrado em trabalhos

anteriores, a estirpe SGAcobSAcbiA gera protecdo eficaz contra o sorotipo
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homodlogo SE pode ser diferenciada por métodos de biologia molecular (PAIVA et al.,
20009).

Uma caracteristica que deve obrigatoriamente, estar presente em vacinas
contra Salmonella spp. é a auséncia de riscos de reversdo a viruléncia. Essa
caracteristica € mais facilmente estabelecida em bacterinas comerciais, no entanto,
estas vacinas em sua maioria estimulam apenas a resposta imune humoral, o que
afeta a eficacia da vacinacao (GAST et al., 1992). Outro inconveniente no uso de
vacinas inativadas contra Salmonella spp. atualmente disponiveis no comércio é que
elas podem estimular uma limitada protecdo cruzada contra outros sorotipoes
antigenicamente relacionados, talvez porque a resposta humoral produzida seja
altamente especifica ao sorotipo SE. Bacterinas multivalentes, contendo uma
mistura de antigenos de diferentes sorotipoes, podem fornecer uma resposta de
amplo espectro, porém a eficacia também €& menor. Outras preocupag¢des com 0 Uso
das bacterinas incluem o risco de reacOes vacinais exacerbadas no local de
aplicacdo, comumente por injecédo intramuscular, devido aos constituintes toxicos da
célula bacteriana, especialmente o LPS e adjuvantes de emulséo oleosa (CHARLES
et al., 1994). Utilizando abordagens tecnologicas mais recentes para o0
desenvolvimento de vacinas que contém antigenos precisamente definidos, algumas
vacinas de subunidade, compostas por proteinas de Salmonella spp. administradas
com adjuvantes, ofereceram protecdo contra a infeccdo por Salmonella Enteritidis
em frangos e perus (GAST, 2007). Da mesma forma, a imunizacdo com fimbria
purificada de Salmonella Enteritidis mostrou boa protecdo contra invasdo de 6rgdos
reprodutores e a contaminacao de ovos de galinhas poedeiras vacinadas (DE BUCK
et al., 2005).

Estudos realizados por Penha Filho et al. (2009) demonstraram que a
vacinagdo com uma vacina inativada em conjunto com uma vacina viva pode auxiliar
na prevencao e controle de SE em galinhas para postura de ovos comerciais. A
vacina SG9R tem sido amplamente utilizada (LEE et al, 2007), mas demonstrou
viruléncia residual para aves jovens (LEE et al, 2005). Além disso, a estirpe SG9R
persiste nos 6rgaos internos, principalmente no figado e baco durante vérias
semanas (GORDON; LUKE, 1959; SMITH, 1969; SILVA et al, 1981; BARROW et al,
1991). Diversas vacinas contendo estirpes de Salmonella spp. atenuadas foram
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produzidas com base em alteracdes genéticas. Nos Ultimos anos, o aprimoramento
de técnicas de biologia molecular tem levado ao desenvolvimento de vacinas mais
sofisticadas, sendo as de DNA recombinantes uma das mais promissoras (LIU et al.,
2008; CERAGIOLI et al., 2009; DEGUCHI et al., 2009; CHAUDHARI, et al., 2012).

Paiva et al. (2009) produziram um mutante de SG com genes defectivos no
operon cob. Esta estirpe, denominada SGAcobSAcbiA, possui falhas na biossintese
de vitamina B12 devido a dupla mutacdo produzida, tornando-se atenuada e incapaz
de provocar mortalidade em aves infectadas experimentalmente.

Penha Filho et al. (2010) demonstraram que SGAcobSAchbiA foi capaz de
proteger aves contra o desafio por SG selvagem, caracterizando o seu potencial
vacinal. Esta estirpe promoveu protecao cruzada contra SE, reduzindo a infeccdo em
aves vacinadas com duas doses. Paiva et al. (2012) demonstraram que
SGAcobSAcbiA nédo possui riscos de reversao da viruléncia apés ser inoculada em
poedeiras, caracterizando-a como candidata para vacina viva para utilizacdo no
campo com seguranca para o controle do tifo aviario e de infec¢des por SE.

SGAcobSAcbiA apresenta caracteristicas que poderiam justificar seu
emprego em programas vacinais contra a infecgéo de aves por SG, considerando-se
que pode ser identificada por meio de testes moleculares, possui baixo risco de
reversao a viruléncia e € capaz de proteger as aves contra o tifo aviario. Com o
objetivo de explorar o potencial vacinal da estirpe SGAcobSAcbiA em condi¢des de
campo, o presente estudo foi realizado para avaliar cinco programas vacinais contra
SG que poderao ser utilizados em granjas comerciais de postura, para o controle do

tifo aviario.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Avaliacdo da utilizacdo de SGAcobSAcbhiA como estirpe vacinal para prevenir

a infeccéo de aves por SG, empregando-se cinco diferentes programas vacinais.

3.2. Objetivos especificos

Avaliacdo da mortalidade e morbidade em grupos de aves vacinadas com
SGAcobSAcbiA e desafiadas com estirpe selvagem de SG.

Avaliacdo da eficacia de diferentes programas vacinais, aplicaveis as
condi¢cbes de campo em produc¢des comerciais, utilizando-se duas ou trés doses de
SGAcobSAchiA, administrada por diferentes vias ou em combinagdo com uma
bacterina comercial contra SE para o controle da mortalidade pelo tifo aviario.

Avaliacédo da interferéncia de diferentes programas contra SG na postura de

0VOS por aves vacinadas.



13

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Ensaios in vivo

Foram utilizadas 210 aves de linhagem comercial, variedade vermelha, para
producdo de ovos de mesa, susceptiveis ao tifo aviario (BERCHIERI et al., 2000;
OLIVEIRA; BERCHIERI JUNIOR; FERNANDES, 2005). As aves foram criadas, 0
primeiro de vida, em bateria com agua e racdo ad libitum desde. No momento da
chegada foram colhidas amostras de sangue para testes soroldgicos visando a
deteccdo de anticorpos anti-Salmonella e suabes de fundo de caixa, conforme
Zancan et al. (2000) para pesquisa de Salmonella spp. Este experimento foi
aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) em reunido ordinaria
de 08 de Junho de 2011, protocolo n. 008971/11.

4.2. Estirpes bacterianas e vacinas

Para o desafio, nos experimentos de avaliagdo da mortalidade, da infecgcao
sistémica e prevencao do tifo aviario foi utilizada uma estirpe selvagem de SG
287/91 resistente ao acido nalidixico (SG287/91) (THOMSON et al., 2008). Como
vacina viva foi utilizada uma estirpe de SG, resistente ao acido nalidixico (Nal"), com
mutacdo dupla, contendo parte dos genes cobS e cbiA deletados de seu
cromossomo (SGAcobSAchiA) (PAIVA et al., 2009). A vacina inativada consistiu de
uma bacterina comercial contra SE, aplicada conforme recomendacdes do fabricante
(0,3mL/via IM). As bactérias sdo mantidas pela bacterioteca do Laboratério de
Ornitopatologia da FCAV-Unesp de Jaboticabal, SP.

4.3. Preparo dos ino6culos
As culturas, para cada indculo, foram preparadas a partir de suas respectivas

estirpes (SG287/91 e SGAcobSAchiA), que foram semeadas em caldo Luria-Bertani
(LB) (Invitrogen 12780-052) e incubadas por 24 horas a 37°C, em agitacdo (100rpm).
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Para estimativa da quantidade de células bacterianas nos in6culos, uma
amostra de cada cultura foi diluida decimalmente em 0,9 mL solucéo salina, pH 7,4
(PBS) na proporcéo de 1:10. De cada diluicdo foi retirado 0,1mL, que era despejado
em placas contendo agar verde brilhante (Oxoid CM0263) contendo novobiocina
(1pg/mL) e acido nalidixico (20 pg/mL) (VB Nal/Nov), que foram incubadas a
37°C/24h. O namero de colbnias por mL de caldo LB foi transformado em logio para

apresentacao dos resultados. As culturas continham aproximadamente 108 UFC/mL.

4.4. Avaliagdo da protecéo de aves vacinadas com SGAcobSAcbiA utilizando

diferentes esquemas de vacinagdo para o controle do tifo aviario

Os experimentos foram iniciados apGs os testes realizados no momento da
chegada das aves de um dia, que se apresentaram negativos para a pesquisa de
Salmonella spp. e anticorpos anti-Salmonella, respectivamente.

4.4.1. Tratamento experimental

O experimento sera realizado no setor de Ornitopatologia do Departamento de
Patologia Veterinaria da FCAV - Unesp, Jaboticabal-SP.

Foram utilizadas aves de variedade vermelha de linhagem comercial para postura
de ovos de mesa divididas em grupos de 30 animais. Para isso foram realizados dois

experimentos que se encontra na Tabela 1.
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Tabela 1 — Programas de vacinacdo utilizando duas e trés doses vacinais para
protecao contra o desafio por estirpe selvagem de SG287/91

Idade das aves (semanas)

(o]

G
rupos Aves 4 sem 8 sem 12 sem Desafio
A 30 SGAcobSAchiA SGAcobSAchiA ) 108 UFC/mL
= 108 UFCJoral 108 UFCJoral 162 sem.
[ B 30 SGAcobSAchbiA SGAcobSAchiA i 108 UFC/mL
S 108 UFC/SC 108 UFCloral 162 sem.
§ C 30 SGAcobSAchiA bacterina ) 108 UFC/mL
L 108 UFC/oral  comercial (IM) 162 sem.
X
- D 30 ) ) ) 108 UFC/mL
(controle) 162 sem.
o E 30 SGAcobSAchbiA SGAcobSAcbiA SGAcobSAcbiA 108 UEC/mL
t 108 UFC/oral ~ 108 UFC/oral ~ 108 UFC/oral 202 sem.
o = 30 SGAcobSAchiA SGAcobSAchiA SGAcobSAchiA 108 UFC/mL
E 108 UFC/SC 108 UFCloral ~ 10% UFCloral 20 sem.
S G 108 UFC/mL
x 30 - - -
w (controle) 202 sem.

4.4.2. Experimento 01: Utilizagcéo de duas doses vacinais

Os inoculos da estirpe vacinal de SGAcobSAcbiA e da estirpe desafio de
SG287/91 foram preparados conforme o procedimento descrito anteriormente no
item 4.3.

Foram formados quatro grupos contendo 30 aves cada. As aves dos grupos A
e B foram vacinadas com uma dose da estirpe vacinal SGAcobSAcbiA na 42 semana
de vida e outra dose na 82 semana de vida, administradas pelas vias oral ou
subcutanea (SC). As aves do grupo C foram vacinadas com vacina viva na 42
semana de vida e com a bacterina comercial na 82 semana de vida. A dose vacinal
consistia de um mL de PBS contendo 108 UFC de SGAcobSAcbiA, utilizando
diferentes vias de inoculacdo de acordo com a descricdo apresentada na Tabela 1.
As aves do grupo D n&o receberam a vacina e foram mantidas como controle
negativo. Todas as aves foram desafiadas na 162 semana de vida com 1,0 mL de

inéculo, contendo 108 UFC da estirpe selvagem de SG287/91.
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As aves foram examinadas durante 20 dias, registrando-se a mortalidade e os
sinais clinicos. No 20° dia pos-infeccéo, as aves remanescentes foram eutanasiadas
para a realizacdo de exame bacteriolégico de figado, utilizando-se suabes estéreis
de algodao. As amostras foram colocadas em tubos contendo 2 mL de caldo selenito
novobiocina (SN) e incubadas a 37°/24h. Apés o enriguecimento, as amostras foram
semeadas em agar VB Nal/Nov. A seguir, as placas foram incubadas a 37°C durante
24 horas. Decorrido este periodo, procedeu-se a leitura das placas quanto a

presenca ou auséncia da estirpe SG287/91.
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4.4.3. Experimento 02: Utilizagao de trés doses vacinais

Os indculos da estirpe vacinal de SGAcobSAcbiA e da estirpe desafio de
SG287/91 foram preparados conforme o procedimento descrito anteriormente no
item 4.3.

Foram formados trés grupos contendo 30 aves cada. As aves dos grupos E e
F foram vacinadas com a primeira dose da estirpe vacinal SGAcobSAcbiA na 42
semana de vida, a segunda dose na 82 semana de vida e a ultima dose na 122
semana de vida. A dose vacinal consistia de 2 mL de PBS contendo 108 UFC de
SGAcobSAcbiA, esta dose € maior, e foi usada para aumentar o desafio das aves,
utilizando diferentes vias de inoculacdo de acordo com a descricdo no Tabela 1. As
aves do grupo G nédo receberam a vacina e foram mantidas como controle negativo.
Todas as aves foram desafiadas na 202 semana de vida com 2,0 mL de indculo,
contendo 108 UFC da estirpe selvagem de SG287/91.

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

presenca ou auséncia de SG287/91.

4.6. Andlise estatistica

Os dados relativos a mortalidade foram analisados pelo teste ndo paramétrico
do Qui-quadrado com nivel de significancia de 5% (P<0,05) (GREENWOOD;
NIKULIN, 1996).
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5. RESULTADOS

5.1. Experimento 1. Avaliacdo da eficacia de programas vacinais com a
utilizagdo de duas doses vacinais

Na Tabela 2 estdo apresentados os dados referentes a mortalidade das aves
dos grupos A, B e C que receberam a estirpe vacinal mutante SGAcobSAchiA. Estes
resultados revelam que a estirpe vacinal SGAcobSAchiA conferiu protecao contra a
estirpe selvagem SG287/91, reduzindo a mortalidade entre as aves vacinadas.
Durante os 20 dias de observacdo, a mortalidade entre as aves que receberam a
vacina, atingiu 3,33% dos grupos A, B e C. No grupo controle, em que as aves nao
foram vacinadas, a estirpe selvagem de SG287/91 causou mortalidade em 33,33%
das aves desafiadas. No 20° DPI, as aves remanescentes foram eutanasiadas, para
a realizacdo do exame bacteriologico de figado e baco, e os resultados referentes a

recuperacao de SG 287/91 estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 2. Mortalidade de aves de linhagem de postura de ovos de mesa, variedade
vermelha, vacinadas com a estirpe SGAcobSAcbiA (Grupos A, B e C) e nédo
vacinadas (Grupo D) e desafiadas experimentalmente com a estirpe selvagem de
SG 287/91.

Mortalidade em grupo de 30 aves, dias ap0s ainoculacéo (DPI)

Total %
Grupos 5 6 7 8 9 10 11 12 13 16 20
A - - - - 1 - - - - - - 1 3,3a
B - - - - - - - - - 1 - 1 3,3a
C - - - 1 - - - - - - - 1 3,3a
D - 1 1 1 - 4 1 1 1 - - 10 3%’3

Letras na mesma coluna diferentes em nivel de significAncia de 5% (P < 0,05)
Legenda: G = grupo; (DPI) = dias pés-inoculagao; % = porcentagem mortalidade.
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As aves do Grupo A que foram vacinadas com duas doses de
SGAcobSAcbiA, na 42 semana e na 82 semana por via oral, tiveram 48,28% de aves
positivas apds o desafio. As aves do Grupo B que foram vacinadas por via SC e por
via oral demonstraram uma porcentagem de 68,87% de aves positivas. No Grupo C
em que as aves foram vacinadas com SGAcobSAchiA pela via oral e com a
bacterina comercial via IM, foi notado a menor recuperacdo bacteriana se
comparado aos grupos A, B e D (controle), com 34,48% das aves positivas para
SG287/91. O Grupo D em que as aves foram apenas desafiadas, além da alta
mortalidade, ao 20° DPI, 40% (8/20) das aves remanescentes que eram positivas
para a estirpe desafio, e também as aves deste grupo apresentaram apatia,
desnutricdo, diarreia amarelo-esverdeada, menor consumo de agua e racao, e estes

sinais estdo compativeis ao Tifo aviario.

Tabela 3. Resultados da andlise bacteriolégica do plagueamento de suabes de
figado e baco em numero absoluto e porcentagem de isolamentos positivos da

estirpe desafio SG287/91, em aves remanescentes dos grupos A, B, C e D.

Grupos
Plagueamento
A B C D
N2 aves pos./ total 14/29 20/29 10/29 8/20
Aves positivas (%) (48,28)a (68,97)b (34,48)c (40,0)d

Letras na mesma coluna diferentes em nivel de significAncia de 5% (P < 0,05)
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Experimento 2. Avaliacdo da eficacia de programas vacinais com a utilizacdo de

trés doses vacinais

Na Tabela 4 estdo presentes os dados referentes a mortalidade de aves que
foram vacinadas com uma estirpe mutante SGAcobSAcbiA dos grupos E e F e no
grupo G (controle negativo) em que as aves foram apenas desafiadas. Todas as
aves dos grupos E, F e G, foram desafiadas com o inoculo da estirpe SG287/91 na
concentracdo contendo 108UFC/mL. Neste experimento, a mortalidade das aves foi
avaliada durante 28 DPI. Nos grupos de aves que receberam trés doses de vacina
viva, a mortalidade apds o desafio foi de 20,0% no Grupo E e de 16,7% no Grupo F.
No entanto, notou-se que no grupo E a mortalidade se iniciou ao 6° DPI e terminou
no 12° DPI, no grupo F a mortalidade das aves desafiadas iniciou-se com 8 DPI e
persistiu até 12° DPI. No grupo G (controle negativo), a mortalidade iniciou-se no 5°
DPI e foi ocorreu até o 14° DPI atingindo 50% das aves desafiadas.

No 28° DPI, as aves remanescentes foram eutanasiadas. O exame
bacteriologico foi realizado nestas aves por meio de suabes de figado e baco para
reisolar a estirpe desafio, SG287/91, caso estivesse presente nestes 6rgdos. Os

resultados destes exames encontram-se na Tabela 5.

Tabela 4. Mortalidade de aves de linhagem de postura de ovos de mesa, variedade
vermelha, vacinadas com a estirpe SGAcobSAcbiA (Grupos E e F) e ndo vacinadas

(Grupo G) e desafiadas experimentalmente com a estirpe SG287/91.

Mortalidade em grupo de 30 aves, dias apds ainoculagéo (DPI)

Total %
Grupos 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 20 28
E - 2 2 1 - - - 1 - - - - 6 20,0a
F - - - 1 1 1 1 1 - - - - 5 16,7a
G 1 2 5 1 - 2 1 1 1 1 - - 15 50,0b

Letras na mesma coluna diferentes em nivel de significancia de 5% (P < 0,05)
Legenda: DPI = dias pés-inoculacdo; % = porcentagem de mortalidade.
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A Tabela 5 mostra os resultados dos plagueamentos dos suabes de figado e
baco das aves remanescentes. O resultado do grupo F mostra um percentual de
64,0% de isolamento, superior ao reisolamento da estirpe desafio no grupo E
(54,2%) e no grupo G (40,0%). A menor recuperagcado ocorreu no grupo G (aves nao
vacinadas), onde o niamero de aves remanescentes e de postura de ovos foi menor,

devido a maior mortalidade.

Tabela 5. Resultados da andlise bacteriolégica do suabes de figado/baco em
namero absoluto e porcentagem de isolamentos positivos da estirpe desafio

SG287/91, em aves remanescentes dos grupos E, F e G.

Grupos
Plaqueamento
E F G
N2 aves pos./ total 13/24 16/25 6/15
% de aves positivas (54,2%)a (64,0%)c (40,0%)b

Letras na mesma coluna diferentes em nivel de significancia de 5% (P < 0,05)

A Tabela 6 contém os resultados de postura de ovos, acompanhados durante
todo o experimento. Em todos os grupos (E, F e G), as aves pararam de se alimentar
ao 5° DPI, diminuindo a postura ao 6° DPI, mostrando uma recuperacdo da
alimentacdo ao 12° DPI. As aves do grupo E demonstraram uma recuperacdo da
postura ao 13° DPI, no grupo F a recuperacdo da postura foi notada no 16° DPI e no
grupo G (controle negativo) a postura de ovos por aves remanescentes ocorreu
apenas no 24° DPI, e também as aves deste grupo apresentaram apatia,
desnutricdo, diarreia amarelo-esverdeada, menor consumo de agua e racao, e estes

sinais estdo compativeis ao Tifo aviario.
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Tabela 6. Resultados da postura de ovos de aves vacinadas com a estirpe mutante
SGAcobSAcbiA (Grupos E e F) e em aves ndo vacinadas (Grupo G).

Grupos
Postura E F G
n° ovos + n° ovos + n° ovos +
Antes do desafio 13 0 8 0 6 0
Ap6s o desafio 114 6 109 5 33 15
Total 127 6 117 5 39 15

Legenda: n° = nimeros de ovos; dpi = dias pds-infeccao, T = mortalidade.
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6. DISCUSSAO

SG é uma bactéria Gram-negativa, invasiva, anaerdbico facultativo que
provoca uma enfermidade sistémica em aves, o tifo aviario. Este biovar esta
fortemente associado ao sistema mononuclear fagocitario e o desencadeamento da
doenca depende da capacidade bacteriana de sobreviver e replicar-se dentro de
macréfagos do figado e do baco (BARROW et al.,, 1994; WIGLEY et al., 2002;
CHADFIELD, et al., 2003). Salmonella spp. utiliza vérios fatores de viruléncia para
superar as condi¢cdes adversas encontradas no ambiente, seja no interior de células
infectadas apds a invasao ou internalizacdo da bactéria pelos macr6fagos ou no
espaco extracelular, como no lumen intestinal (FIELDS et al., 1986; RICHTER-
DAHLFORS et al., 1997; VAN IMMERSEEL et al., 2004).

Apoés a invasdo das células fagocitarias da ave, SG causa doenca severa,
caracterizada por alta morbidade e mortalidade (SHIVAPRASAD, 2000). Este
comportamento nao foi observado com a estirpe mutante SGAcobSAcbiA que
tornou-se atenuada e ndo causou a doenga, além de persistir por menor tempo no
organismo hospedeiro, sendo isolada do figado de aves até 14 DPI (PENHA FILHO
et al., 2010). Uma das hipoéteses para tal comportamento se baseia no fato de que a
delecéo dos genes cobS e cbiA trouxe a estirpe mutante transtornos metabolicos
gue alteram o seu comportamento in vivo, com relacdo ao crescimento e a viruléncia
no organismo hospedeiro. Wigley et al. (2005) observaram que ap0s a inoculagcéo
por via oral de 108 UFC/mL da estirpe vacinal SGO9R em aves de trés semanas de
idade, a mesma foi encontrada no figado e no baco das aves por periodo reduzido,
mas foi capaz de induzir as respostas imune celular e humoral e de proteger contra a
infeccdo pela estirpe homoéloga selvagem de SG. Shah et al. (2007) verificaram
situacdo similar quando tornaram o gene metC inoperante em uma estirpe de SG,
uma vez que a incapacidade da bactéria para sintetizar metionina interferiu no seu
crescimento nos orgaos invadidos (figado e baco), diminuindo de forma significativa
a sua viruléncia. No entanto, a importancia de cada gene metabdlico e dos
substratos encontrados no ambiente e nos tecidos infectados pode variar para os
diferentes sorotipos de Salmonella spp. A exemplo disso, em um trabalho

desenvolvido por Bjorkman et al. (1996), uma estirpe de Salmonella Typhimurium
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com alteracdo de genes envolvidos na biossintese de cobalamina continuou
expressando a mesma viruléncia.

Smith (1956) verificou que uma estirpe rugosa de SG (SG9R) havia perdido a
capacidade de provocar o tifo aviario em aves e que poderia ser empregada como
vacina. O estudo da atenuacdo de SG9R sugere que esta estirpe esta ligada a
diminuicdo do periodo de vida da bactéria no figado e no baco das aves, e
atenuacdes pontuais no genoma desta bactéria em relacdo a estirpe selvagem
(WIGLEY et al.,2005; KANG et al. 2012). Embora por processos distintos, mas em
virtude de comportamento semelhante, o uso da estirpe SGAcobSAchiA como
candidata a estirpe vacinal para o controle da infeccdo de aves por SG e SE vem
sendo estudado por esse grupo de pesquisa ha alguns anos (PAIVA et al., 2009;
PENHA FILHO et al., 2010; PAIVA et al., 2012; PENHA FILHO et al., 2012).

Atualmente, as vacinas vivas contra Salmonella spp. séo preparadas a partir
de estirpes atenuadas do mesmo género ou outras bactérias e até mesmo virus que
expressam proteinas imunogénicas de Salmonella spp. Estas vacinas vivas tem
melhor eficacia quando sdo capazes de estimular uma forte resposta imune celular.
Embora algumas sejam capazes também de estimular a resposta imune humoral, a
protecdo conferida pelas imunoglobulinas contra os diversos sorotipos de Salmonella
spp. € limitada (MASTROENI et al., 2000).

A vacinacdo com duas doses de SGAcobSAchiA, tanto pela via oral como
subcutanea, protegeu as aves contra o desafio com a estirpe selvagem de SG. No
grupo C, em que as aves receberam vacinagdo mista, com uma dose de
SGAcobSAcbhiA e uma dose de bacterina comercial via IM a prote¢éo foi a mesma
notada nos grupos A e B, que receberam duas doses da vacina viva. Em grupos de
30 aves vacinadas, sobreviveram 29 aves, enguanto que no grupo nao vacinado,
restaram apenas 15 aves vivas apdés o desafio pela estirpe selvagem de SG,
diferindo dos grupos vacinados (P<0,05). Esses resultados demonstram que
SGAcobSAcbiA é capaz de proteger as aves por meio da inoculacdo oral,
subcutanea ou IM, protegendo-as e diminuindo a incidéncia de tifo aviario. Alguns
resultados semelhantes foram relatados anteriormente com a utilizagcdo da estirpe
SGI9R. Segundo Bouzoubaa et al. (1989), uma estirpe selvagem de SG que causou

a mortalidade em 60% de aves do grupo controle, ndo causou mortalidade no grupo
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de aves vacinadas com SG9R, embora tenha provocado lesdes necroticas focais no
figado em até 55% das aves, a semelhanca de relato anterior por Silva et al. (1981).
Em experimento descrito por Lee et al. (2005), apds o desafio com uma estirpe
patogénica de SG a mortalidade variou de 95 a 100% nos grupos controles,
enguanto que nos grupos vacinados com SG9R essa variacéo foi de 0 a 5%. Assim
como SG9R, a estirpe SGAcobSAchiA demonstrou um bom desempenho e potencial
vacinal contra SG, com algumas vantagens como a auséncia de lesbes severas em
orgaos (GARCIA et al., 2013).

Levando em consideracao a aplicagdo a campo deste projeto, foi realizado
um segundo experimento para avaliar programas vacinais com trés doses de vacina,
utilizando diferentes rotas e, portanto, estudar a protecdo e influéncias sobre a
postura de ovos, em um periodo de vida mais avancado, onde as aves passam pelo
inicio da producdo de ovo e sofrem maiores riscos de infec¢cdo devido ao estresse
fisiologico deste periodo. As aves do grupo E e F foram vacinadas com a estirpe viva
atenuada SGAcobSAchiA na 43, 82 e 122 semana de vida e desafiadas com a estirpe
selvagem de SG na 202 semana de vida, durante o periodo inicial da producdo de
0VOS.

Neste experimento, algumas aves ja haviam iniciado o periodo de postura
antes da realizacdo do desafio (202 semana de vida) e por isso, foi possivel avaliar a
influéncia da vacinacédo e do desafio na producdo de ovos, um dado de grande
relevancia para a utilizacdo a campo desta estirpe vacinal. O namero de ovos
produzidos em cada grupo foi acompanhado durante o periodo do experimento e 0s
resultados que estdo na Tabela 5. No grupo G (sem vacinacao), foi notado uma
reducdo estatisticamente significativa (P<0,05) na producao de ovos, devido a maior
morbidade e mortalidade neste grupo, apés uma grave infec¢do. Assim, as aves que
sobreviveram a infeccdo também tiveram grande reducdo na producdo de ovos,
devido a dificuldade de se recuperar da infeccdo e dessa forma o organismo das
aves, naturalmente interrompe a producédo de ovos e utiliza suas fontes de energia
para a formacédo de uma resposta imune na tentativa de combater o patogeno. Além
disso, a grave infecgcéo sistémica pode causar sérios danos aos tecidos infectados.
Assim, mesmo aves recuperadas da infeccdo, sofrem lesdes irreversiveis nos

tecidos internos, como figado, baco e 6rgdos reprodutores, incluindo o ovario, e
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diminuem seu escore corporal, podendo tornar-se improdutivas e ser descartadas do
lote remanescente. As aves que receberam a vacina apresentaram maior
estabilidade durante o processo infeccioso, e a resposta imune e combate ao
patdégeno ndo influenciou na postura de ovos, de forma que nestes grupos, o nimero
de ovos foi estatisticamente maior que o grupo ndo vacinado (Grupo D e F)
(P<0,05).

Muitos trabalhos testando a vacinacdo com estirpes atenuadas de SG relatam
a reducéo da excrecéo de SE e outros sorotipoes causadores do paratifo. Silva et al.
(1981) relataram a reducao de 20% na excrecao fecal de STM em aves vacinadas
por via oral ou subcutanea com a estirpe SG9R. Barrow et al. (1991), notaram que
nao ocorreu reducdo da excrecao fecal de uma estirpe de SE, utilizada para desafiar
as aves apoés a vacinacao com vacina heterdloga, preparada com estirpe atenuada
de SG. No entanto ha pouca informacao na literatura cientifica a respeito do controle
de SG com a utlizacdo de vacinas vivas. Este trabalho apresenta resultados
originais e por ser desenvolvido em condicBes aplicaveis a campo, estes dados
devem contribuir para o melhor conhecimento do uso desta estirpe em lotes de aves
comerciais.

Segundo Penha Filho et al. (2010) a estirpe atenuada SGAcobSAcbiA
consegue invadir pelo intestino e colonizar os 6rgdos internos, no entanto
permanece por um periodo menor do que a estirpe selvagem nestes 0rgaos. Assim,
provoca uma infeccdo moderada e leva a formagado de uma reposta imune capaz de
proteger as aves contra SE e SG.

Cerquetti e Gherardi (2000) utilizaram uma estirpe atenuada de SE para
vacinar aves nos primeiros dias de vida. A estirpe vacinal conferiu boa protecéo
contra SG, quando o desafio foi realizado 14 dias apds a aplicacédo da ultima dose
imunizadora, mas néo foi capaz de proteger contra o desafio por STM. Esta estirpe
apresentou algumas caracteristicas que podem desfavorecer a sua utilizagdo a
campo. Apoés a ultima vacinacado, as aves liberaram a estirpe vacinal no ambiente
por até 14 dias. A estirpe SGAcobSAchiA possui algumas caracteristicas vantajosas
guando se considera seu uso como vacina. As inocula¢des por via oral ou por via
subcutanea demonstraram a mesma eficacia contra o desafio por SG. Além disso, a

excrecdo fecal e a consequente contaminagcdo do ambiente pela estirpe
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SGAcobSAcbiA séo inexpressivas, mesmo apdés a inoculacao oral (PENHA FILHO et
al., 2010).

Em um estudo a campo, Feberwee et al. (2001a) relacionaram a reducéo de
infeccBes por Salmonella spp. em lotes de aves poedeiras comerciais a utilizacdo de
vacina viva atenuada de SG, em conjunto com a aplicagdo de um programa de
biosseguranca. No presente trabalho, os inoculos utilizados para desafiar as aves
continham 108 UFC/mL, o que pode ter influenciado na mortalidade que ocorreu nos
grupos vacinados. O uso da estirpe SGAcobSAcbiA em granjas avicolas ainda nao
foi testado, mas o planejamento dos programas vacinais testados e os resultados
dos ensaios realizados indicam que SGAcobSAcbiA podera ser uma importante
ferramenta para combater infec¢bes por SG a campo.

Em um estudo para avaliar a eficacia da vacina SG9R contra o desafio por
uma estirpe selvagem de SG, isolada de um caso de campo, Lee et al. (2007)
demonstraram que nao houve diferenca significativa na mortalidade entre os grupos
de aves vacinadas e o0 grupo controle, indicando que a protecdo de aves vacinadas
com a estirpe SGIR pode ser limitada. Barrow (2007) observou que a estirpe SG9R
€ uma vacina segura para utilizacdo a campo e apresenta eficicia razoavel para ser
utilizada como uma das ferramentas de um programa de biosseguranca para o
controle de SG em granjas avicolas comerciais. Entretanto, quando se trata de
programas de vacinacdo para prevenir a infeccdo de aves contra sorotipos de
Salmonella spp. que acometem diversos hospedeiros, os resultados séo variaveis.
Okamoto et al. (2010) observaram que quando aves poedeiras vermelhas foram
vacinadas com a estirpe viva SG9R e desafiadas por SG selvagem isolada de aves,
nenhuma ave apresentou quaisquer sintomas clinicos ou morreram durante o0s
experimentos, e ndo foram observadas lesfes macroscopicas nos exames post-
mortem.

Matsuda et al. (2010) demonstraram que a delecao dos genes lon e cpxR de
uma estirpe de SG (estirpe mutante JOL916) diminuiu a patogenicidade desta
estirpe e causou atenuacao satisfatéria para ser utilizada como vacina. Esta estirpe
foi capaz de estimular a resposta imune celular e de proteger aves contra um desafio
pela estirpe selvagem de SG. Chaudhari et al. (2011; 2012) demonstraram que esta

mesma estirpe (SG JOL916), induziu uma forte resposta imune humoral,
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representados por altos niveis de IgG no soro e de IgA no limen intestinal de aves
vacinadas e considerou esta estirpe segura para a prevencao do tifo aviario por nao
ser capaz de causar sintomas clinicos.

As vacinas inativadas (bacterinas) que estdo disponiveis no mercado
atualmente, ndo promovem resposta imune completa (PENHA FILHO et al, 2009),
devido a grande deficiéncia para estimular a reposta imune celular e induzir a
ativacdo de macréfagos, imprescindivel para a protecdo contra patégenos
intracelulares, como Salmonella spp. (RANA; KULSHESHTHA, 2006; PAIVA et al.,
2009; PENHA FILHO et al., 2010). Apesar deste fato, sdo vacinas mais seguras,
visto que ndo ha risco de reversao de viruléncia ou de induzirem sintomas adversos
em aves com imunossupressado. De acordo com Gast (2007), as bacterinas induzem
a formacgao de uma resposta imune humoral de longa duracéo e reduzem a duracgéo
e a severidade da infeccdo além de auxiliar na prevencdo de reinfecgBes. No
Experimento 1, as aves do grupo C que foram vacinadas com a combinagdo da
vacina viva, SGAcobSAchiA, na 42 semana e de uma bacterina na 8% semana de
vida demonstraram a menor taxa de reisolamento da estirpe desafio no figado/baco
ao fim do experimento, no 28° DPI. Este resultado indica que através da combinacédo
da vacina viva e da bacterina pode ser atingido uma boa eficacia com uma resposta
mista entre elementos celulares e humorais. Este programa de vacinacdo pode ser
atil em granjas comerciais com boas condicbes manejo, onde nao seja possivel
vacinar com duas doses de vacina viva em idades mais avancadas. Para o controle
do tifo aviario nestas granjas, a eliminagdo mais rapida da infec¢éo diminui o risco de
contaminagcao do ambiente, reduzindo a infeccao do restante do lote.

A colonizacdo do intestino por uma estirpe vacinal de Salmonella spp. seria
uma forma de proteger aves recém-eclodidas e aves recém-vacinadas contra a
infeccdo por estirpes patogénicas, pois durante este periodo inicial de vida, a
resposta imune das aves ainda € limitada. A protecdo pela estirpe atenuada de
SGAcobSAcbiA parece ser estimulada nos tecidos linféides presentes em 6Orgaos
internos, como no figado e no baco e sugerem que a imunidade na mucosa intestinal
nao foi capaz de impedir a entrada da estirpe de SG selvagem, utilizada para o
desafio, uma vez que esta foi encontrada no figado e baco de aves vacinadas e nao

vacinadas no 20° DPI. Estirpes atenuadas de SE mostram melhores resultados no
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gue tange ao estimulo da imunidade de mucosa, no entanto, sdo excretadas no
ambiente, o que é uma caracteristica indesejavel para uma vacina. A protecdo do
trato intestinal das aves durante este periodo parece ser exercida, mais
satisfatoriamente, pelo método de exclusdo competitiva (METHNER et al., 2001;
BERCHIERI JR.; FREITAS NETO, 2009).

A resposta imune induzida em aves domésticas vacinadas reduz a duracéo e
a severidade das infec¢cdes por Salmonella spp. e ajuda a prevenir a reinfeccao.
Portanto, a vacinagdo ainda mostra-se como a melhor ferramenta para reduzir a
suscetibilidade das aves as infec¢cBes por Salmonella spp. e assim, proteger a
populacdo consumidora da transmissdo de agentes de infec¢cdes alimentares
(GAST, 2007). No entanto, se o programa vacinal for aplicado de forma incorreta e
as demais medidas de biosseguranca, como a correta limpeza das instalagcées e o
controle intensivo de vetores forem deixadas de lado, a vacina pode nao produzir o
efeito esperado (DAVIES; BRESLIN, 2003).

A estirpe atenuada SGAcobSAcbiA mostrou-se capaz de proteger aves contra
o desafio pela estirpe patogénica de SG e os resultados obtidos na presente
pesquisa sao promissores. Este trabalho demonstrou que a utilizacdo desta estirpe
em programas vacinais utilizados a campo, para o controle do tifo aviario, pode

alcancar excelentes niveis de protecéo.
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7. CONCLUSAO

Dentro das condi¢cbes experimentais adotadas no presente trabalho concluiu-se
que:

A vacinagdo com SGAcobSAcbiA mostrou-se capaz de proteger as aves
contra o desafio pela SG, e ajuda a prevenir a reinfeccdo € segura para uso em
galinhas.

A vacina foi capaz de proteger galinhas contra o tifo aviario diminuindo a
mortalidade, inclusive durante os periodos de estresse fisioldgicos da vida dessas
aves, como o inicio da producéo de ovos.

A aplicacédo de 2 ou 3 doses da estirpe SGAcobSAcbhiA é capaz de proteger
parcialmente as aves contra o desafio da estirpe selvagem de SG.

A aplicacdo 3 doses por via oral da estirpe SGAcobSAcbiA ndo comprometeu

a postura das aves.
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