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CAMPO DA INVENGAO

A presente invengdo refere-se a um mutante de
Salmonella Gallinarum defectivo quanto aos genes CobS e
CbiA (SGCobSCbiA), associados a produgdo de cobalamina pela
bactéria em condigdes anaerdbicas para.uso como vacinas. A

auséncia desses genes tornou a cepa atenuada. Esta cepa foi

utilizada para induzir protegdo em aves contra a infeccgéo

pela cepa homdéloga natural e cepa de Salmonella
enteritidis. Os resultados foram motivadores, havendo queda
de acgdo patogéniéa das cepas de campo em questdo.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

As salmoneloses sdo enfermidades provocadas por
bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, género
Salmonella, espécies S. bongori e S. enterica. Esta ultima

divide-se nas subspécies enterica, salamae, arizonae,

.diarizonae, houtenae e indica. Sdo bastonetes Gram-

negativos, anaerébios facultativos, catalase-positivos,
oxidase-negativos, redutores de nitratos e nitritos, nao
formadores de esporos Salmonella Gallinarum é imdvel.
Salmonella Gallinarum (SG) € um parasita intracelular,
anaerdbico facultativo que  provoca uma enfermidade
caracteristica em aves, o Tifo Avidrio. Este sorotipo esta
fortemente associado ao sistema fagocitico-mononuclear e o
desencadeamento da doenca dependem da capacidade bacteriana
de sobreviver e replicar-se dentro de macréfagos do figado
e do baco (BARROW et al., 1994; WIGLEY et al., 2002). Ao
invadir e colonizar os macréfagos do hospedeiro, Salmonella
spp. utiliza varios fatores de viruléncia para superar os

obstaculos, que sdo ativados com a internalizacdo da
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bactéria (FIELDS et al., 1986; RICHTER-DAHLFORS et al.,
1997; VAN IMMERSEEL et al., 2004).

Apés a invasdo do organismo animal e das celulas
fagocitarias, SG causa doeng¢a severa, caracterizada pela
alta morbidade e mortalidade em aves (SHIVAPRASAD, 1997).
Este comportamento ndo foi observado com a cepa mutante SG
AcobSAcbiA da presente invengdo que tornou-se atenuada e
ndo causou a doenga.

SMITH (1956) verificou que uma cepa rugosa de SG
(SG9R) havia perdido a capacidade de provocar o Tifo
Aviario em aves e que poderia ser empregada como vacina.

WIGLEY et al. (2005) observaram gque a atenuagao
residia na diminuicdo do periodo de vida da bactéria no
figado e no baco das aves. Embora por processos distintos,
mas em virtude de comportamento semelhante, pesquisou-se ©
emprego de SG AcobSAcbiA como candidata a cepa vacinal,
visando o controle da infecgdo de aves por SG e SE.

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

Outros estudos foram realizados com relagdo a esta
matéria como pode ser observado nos diferentes documentos
abaixo:

O documento WO 00/68261 é relacionado aos micro-
organismos atenuados que podem ser usados em composigdes de
vacina para a prevengdo ou tratamento de infecgdes

bacterianas ou virais. Os inventores utilizaram uma cepa de
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Salmonella Typhimurium e provocaram mutagdo alterando genes
relacionados com ilha de patogenicidade.

O documento US 6,399,074 refere-se, em geral, a
vacinas para aves domésticas e outras aves e, mais
particularmente, & vacinas para proteger aves domésticas e
outras aves contra infeccdo por bactéria gram-negativa
patogénica para aves. Sdo utilizadas cepas com alterégées
relacionadas aos antigenos somaticos.

O documento PI 0410355-6 refere-se a uma composigdo de
vacina compreendendo uma combina¢do de um microorganismo S.
Typhimurium mutante de delegdo genética e um microorganismo
E. coli mutante de delecdo genética adequada para aplicagéo
em massa a aves. E também provido um método seguro e eficaz
para proteger aves contra as destruigdes de infecgdo e
doenga por E. coli e Salmonella.

O documento PI 0211151-9 se refere a uma salmonela
diferente da presente invengcdo e esta direcionado ao
componente do adjuvante, sendo ainda proposto usar a vacina
com antigenos heterdélogo de outro agente patogénico para
seres humanos.

O documento PI 0507588-2 refere-se as culturas de
Salmonella vivas atenuadas para uso como vacinas. As
culturas de Salmonella do presente documento tém uma.
capacidade substancialmente reduzida de crescer e replicar
na presenca de bilis. A capacidade reduzida de crescimento
¢ devida & mutacdo de desvio metabdélico induzida por
exposicéo a uma combinacdo de 4cido nalidixico e
rifampicina por um tempo e sob condigdes sufidientes para
induzir a mutacgéo.

O documento PI 0109322-3 refere-se a uma bactéria
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Salmonella mutante atenuada que contéﬁ genes de viruléncia
inativada que é proporcionada para uso em vacinas eficazes
e seguras. Esta invengdo wutiliza sorotipos diferentes
daqueles utilizados na presente invengdo € as mutagées
foram realizadas em genes da ilha de patogenicidade.

O documento PI 0604997 refere-se a uma vacina contra
enfermidade provocada por estreptococo, em cavalos.
Salmonela seria apenas o vetor, carreando proteina do
estreptococo.

O documento US 6,890,538 refere-se a uma vacina contra
virus simples da herpes (HSV) compreendendo uma bactéria
ndo patogénica ou atenuada.

Em alguns dos documentos acima, a cepa de Salmonella
foi usada como vetor de antigenos de outros agentes
patogénicos (antigenos heterdélogos). Entretanto, nenhum
deles descreve alteracgdes nos genes CobSs e Cbia
(SGCobSCbiA) nem modifica alguma cepa de Salmonella
Gallinarum. Portanto, ndo existe coincidéncia de produtos.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se uma cepa mutante de
Salmonella Gallinarum (SEQ. ID. No. 1) contendo alteragédo
nos dois genes CobS e CbiA (SGCobSCbiA) relacionados com a
sintese de cobalamina por Salmonella em ambiente
anaerdbico.

A presente invencdo refere-se, ainda, ao uso da
referida cepa mutante de Salmonella Gallinarum para induzir
protegcdo em aves contra a infecgcdo pela cepa hombéloga
natural e cepa de Salmonella Enteritidis através de uma
vacina.

DESCRICAO RESUMIDA DOS DESENHOS
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A FIGURA 1 contém a foto do Eletrofotograma do gel de
agarose 1% com as bandas feferentes aos genes integros e
alterados, onde:

MW: marcador de peso molecular (1Kb plus DNA Ladder);
1 - 3, fragmento AcobS Spec’® de SG (2964bp); 4 - 5,
fragmento cobS (original) de SGNal® (994bp); 6, Controle
positivo com STM F98 AcobS Spec® (2964bp); 7 - 9, fragmento
AcbiA  Kan® de SG  (1930bp); 10 - 11, fragmento cbiA
(original) de SGNal® (1360bp); 12 - 13, Controle positivo
com STM F98 AcbiA Kan® (1930bp) .

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invencdo foi iniciada para estudar a
participacdo de genes responsdvels pela respiragdo da
bactéria em anaerobiose, considerando-se que salmonelas sdo
parasitas intracelulares. Para tanto, foram construidos
mutantes, de Salmonella Gallinarum (SG), contendo genes
inoperantes para a produgado de algumas enzimas
respiratdérias que se manifestam durante a vida da bactéria
em ambiente anaerdbico. Um dos mutantes tornou-se
completamente apatogénico para aves. Este mutante foi
entdo, usado para imunizar as aves que posteriormente foram
desafiadas com cepas selvagens de S. Gallinarum (SG) e
também S. Enteritidis (SE). S. Enteritidis tem importéncia
em saude publica decorrente de casos humanos envolvendo
produtos alimenticios de origem avicola. Nos dois casos,
observou-se protecdo das aves pela cepa “vacinal”.

A presente invencgdo foi realizada preparahdo—se uma
cepa de Salmonella enterica sorovar Gallinarum contendo
alteracdo em dois genes relacionados com a sintese de

cobalamina por Salmonella em ambiente anaerdbico (SGcobS-
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cbiA-). Estas alteracdes tornaram a cepa apatogénica para
aves e demonstrou ser capaz de provocar resposta imune
conseguindo proteger as aves contra o Tifo Aviario e contra
a infeccdo por Salmonella Enteritidis.

A biossintese de cobalamina (CBL) sbé & encontrada

entre organismos procaridéticos, aerdbicos, anaerdbicos e

anaerdbicos facultativos, incluindo-se Salmonella

Typhimurium. Esta macromolécula constitui-se em nutriente

essencial para a vida de animais e seres humanos. Em
Salmonella Typhimurium, sua sintese ocorre em condig¢des de
anaerobiose, podendo ser sintetizada em aerobiose ou
anaerobiose quando a bactéria for suprida com as
substdncias precursoras como cobinamida (Jeter et al.,
1984; Escalante-Semerena, 1990). O operon responsavel pela
biossintese de Ado-CBL contém 17 genes CbiA-P, que estao
envolvidos na producdo da porgdo inicial da molécula (anéis
corrin) e genes envolvidos na integragdo do nucleotideo a
cobinamida (Cob UST). As salmonelas sdo bactérias
anaerdbicas facultativas capazes da biossintese de
cobalamina (CBL) durante o crescimento em anerobiose. As
vias de producdo da vitamina Bl2 sdo muito complexas,
requerendo a atividade catalitica de mais de 24 enzimas.
CbiA (Cobyrinic acid a,c-diamide sintetase) é a primeira
glutamina aminotransferase na via anaerdbica para a
biossintese de vitamina Bl2. Esta enzima chama a atencgéo
por catalisar reacgdes quimicas em diversos pontos do
substrato. O operon contém 17 genes Cbi e 3 Cob.

Os mutantes defectivos quanto aos genes CobS e CbiA
oriundos de Salmonella Gallinarum foram entdo preparados

conforme metodologia dos protocolos contidos no manual de
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técnicas de biologia molecular presentes em Molecular
Cloning volumes 1,2 e 3 (Sambrook & Russel, 2001), e no
trabalho de Turner et al. (1998), para preparo de genes
defectivos relacionados com a respiragdo anaerdbica de S.
Gallinarum.

Os mutantes foram preparados por conjugacao e
transducdo conforme descrito abaixo:

1. Conjugagido do gene defectivo (Can® ou Spc’) em
Salmonella gallinarum

O gene defectivo, presente em Escherichia coli S17.1A
pir, serd inserido no, recipiente final, S. Gallinarum.,
cepa resistente ao &cido nalidixico (SG9Nal®). Culturas de
EC S17.11A pir e as cepas de SGNal®, serdo preparadas,
individualmente, em &gar Luria-Bertani (LB) incubado a
37°C/24horas em agitacdo. Com auxilio de uma " alga
bacterioldégica, o crescimento das duas culturas sera
misturado e espalhado na superficie'de dgar LB, que sera
incubado a 37°C/90 minutos. Usando a alga bacteriolédgica, ©
crescimento serd colhido e adicionado a 10 mL de caldo LB,
que serd espalhado, também com alca, sobre a supérficie de
dgar LB contendo &cido nalidixico (20ug/mL) e canamicina ou
espectinomicina. As placas serdo incubadas a 37°C/24 horas.
As coldénias emergentes serdo semeadas em agar LB contendo
discos impregnados com os antibidéticos &cidos nalidixico
(30ug), cloranfenicol e canamicina ou espectinomicina.

Colénias Nal®, Can® ou Spc® e C°, serdo submetidas

ao teste de aglutinacdo frente ao antigeno somatico anti
Fator 9 e a acriflavina.

Colénias 09(+) e acriflavina (-) serdo submetidas a

PCR para caracterizacdo definitiva do mutante desejado.
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A PCR serd realizada utilizando-se os primers 1 +
4 de cada mutante.

2. Transdugao

O preparo de mutantes contendo dois genes defectivos
foi realizadovatravés de transducgdo.

As cepas de Salmonella Nal®, SG, SP e SE, contendo os
genes defectivos cbiACan®, serdo cultivadas em 10mL de
caldo LB, incubado a 37°C/24h. Essas culturas apresentam,
aproximadamente, 1,0 x 10'° ufc/mL. Serdo adicionados 5uL
de uma solugdo do bacteridéfago @P22, para se obter uma
relacdo de 0,03¢0/1 bactéria. A mistura sera incubada a
37°C/24h sob agitacdo. A seguir, centrifuga-se o cultivo a
4000rpm/25minutos/4°C, filtra-se o sobrenadante (45um) e
procede-se a contagem do @P22 em A4&gar LB com camada de
Salmonella (SP, SE ou SG). Posteriormente, a solugdo de
bacteriéfago serd adicionada em cultura de Salmonella (10mL
de caldo LB), preparada em agitagdo a 37°C/24h. Essa
cultura apresenta, aproximadamente, 3,0 x 10° ufc/mL.

A seguir, prepara-se culturas das salmonelas contendo

r

o) gene defectivo CobS Spc". Antes da adigdo do
bacteriéfago, a cultura sera centrifugada, conforme
descrito acima e ressuspensa em 1lmL de caldo LB. Neste
caso, a relacgdo @P22/SG deverd ser de 0,8/1,0. O @P22 sera
cultivado na cepa de Salmonella Nal‘cbiACan®, o qual seré
adicionado & cultura de Salmonella Nal® CobS Spc’. A
mistura serd incubada a 37°C/30 minutos e depois espalhada
em placas de &gar LB contendo &cido nalidixico (20upg/mL) e
canamicina (30ug/mL), que serd incubado a 37°C/24horas.

Coldénias emergentes serdo purificadas em 4&gar LB mais

discos de antibiogramas impregnados com os antibidticos
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acido nalidixico (30pg/mL) e canamicina (30pg/mL), sendo
incubadas a 37°C/24horas. As colénias serdo submetidas a
técnica da PCR para confirmacdo dos resultados.

3. Teste genotipico da cepa vacinal SG AcobSAcbiA
para a detecgdo da delegdo nos genes cobS e cbiA

Apds os testes preliminares, para caracterizacdo final
das cepas obtidas, procedeu-se é PCR e eletroforese.

3.1. Preparo do Primers

Os primers foram preparados com base no genoma de

Salmonella Typhimurium (MCCLELLAND et al., 2001).

Gene cobS

Primer 1: F 5' - gagatctagaacgaatctgctgtttgcgect - 3’ (SEQ
2) |

Primer 4: R 5’ - agtctagaacagacccagcagaaagatc - 3’ (SEQ 3)
Gene cbiA

Primer 1: F 5’ catctagaaaggcatcacgcatttattc - 3’ (SEQ 4)
Primer 4: R 3’ - tgtctagacagccagtgctgcaacattt - 5’ (SEQ 5)

3.2. Preparo da amostra:

30 pL X/mistura

X=23,00 pL H,O0, 3,0 puL 10X buffer, 3,0 2mM dNTP, 0,9
pL MgCl, '

0,5 pL primer 1

0,5 ulL primer 4

0,4 pL tag DNA polimerase (Invitroven 10342-020)

coldénia bacteriana

3.3. PCR (Reac¢do de Cadeia Polimerase)

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

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

A solugdo empregada para a realizagcdo da PCR era
composta de 50 upL, correspondendo a: 47,9 uL de solugdo X-
mix, 0,6 pL de cada primer (l-e 4), 0,5 pL de Tag DNA
polimerase (Invitrogen, USA) e 0,4 uL de DNA (100ng/uL).

As condig¢les para a realizagdo da PCR foram: 95°C por
4 minutos e 25 ciclos utilizando-se: 95°C por 20 segundos,
45°C por 1 minuto e 72°C por 3 minutos. Utilizou-se um
periodo de extensdo a 72°C de 5 min. Apdés a reacdo, as
amostras permaneceram a 4°C e era adicionado 6uL de
"loading buffer" em cada.

3.4. Eletroforese das amostras

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose para analise do tamanho dos fragmentos obtidos
(Aparelho: Consort E863, 600V 250mA, cuba Horizon 11-14 CE,
Life Technology). O gel consistira de 90mL (agarose a 10%,
diluida em solug¢do tampdo TAE - 4,84g TRIS base, 1,034mL
acido acético glacial, 2mL 0,5M EDTA pH 8,0, 1000mL H,0),
acrescido de 9uL de solugdo aquosa a 1% de brometo de
etidio (Sigma E-4391). As amostras, mais o marcador de peso
molecular (1luL DNA Gibco 10787-018, 2uL de solucdo corante,
7uL  &gua destilada) foram submetidos a uma corrente
elétrica de 80V. Apdés 3 horas e 30 minutos, o gel foi
colocado sob luz ultravioleta e fotografado. Os resultados
estdo demonstrados na Figura 1.

Os testes abaixo foram realizados pela via oral
inoculando no papo das aves 0,5 mL de cultura contendo
células viaveis de SG (10%® UFC/mL). A via oral é vantajosa

em aves por se tratar de criagdo em escala industrial,
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contendo elevado numero de animais (milhares). Granjas de
aves reprodutoras podem ter cerca de 50.000 aves por,nﬁcleo
e aves de postura comercial, de 10.000 a mais de 100.000.'
Este produto também pode ser aplicado por via parenteral.

4. Ensaios in vivo

Esses ensaios seguiram os modelos adotados por
BERCHIERI et al. (200la, b). As aves foram criadas em
gaiolas de bateria com &gua e racdo ad libitum.

No momento da chegada das aves, foram coletadas
amostras de sangue para testes soroldégicos visando a
detecgdo de anticorpos anti-Salmonella e suabes de fundo de
caixa, conforme ZANCAN et al. (2000) para pesquisa de
Salmonella spp. Os experimentos foram realizados apds os
testes terem sido executados no momento da chegada das aves
de um dia. Os resultados foram negativos para a pesquisa de
Salmonella spp e anticorpos anti-Salmonella,
respectivamente.

O comportamento bioquimico de Salmonella Gallinarum
(Fisiologia bacteriana) foi determinado a partir de provas
positivas: glicose, H,S, lisina, maltose, dulcitol,
salicina, celobiose, tartarato, gelatina, mucato e
ornitina; e ainda por provas negativas: uréia, indol,
triptofano, motilidade, sacarose, ga&s, citrato, malonato.

5. Cepas bacterianas

Foi utilizada uma cepa dé SG, resistente ao acido
nalidixico (Nal®), com mutacdo dupla, contendo parte dos
genes cobS e cbiA deletados de seu genoma (SG AcobSAcbiA);
Para o desafio, nos experimentos de avaliacéo da
mortalidade, infeccdo sistémica e prevengdo do tifo aviario

foi utilizada uma cepa selvagem de SG resistente ao &acido
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nalidixico (SGNal®) e uma cepa de SE resistente ao acido
nalidixico e & espectomicina (SENal'Spec®) para os estudos
de avaliagdo do potencial de imunizacgdo cruzada contra a

infecgcdo por SE. As bactérias estdo armazenadas no centro

~de colecdo espanhol de Cultivos Tipo através do numero de

acesso 7632.

6. Preparo dos inéculos

As culturas, para cada indéculo, foram pfeparadas a
partir de suas respectivas cepas (SGNal®, SG AcobSAcbiA e
SENal'Spec®™), que foram semeadas em caldo Luria-Bertani
(LB) (Invitrogen 12780-052) e incubadas por 24 horas a
37°C, em agitacdo (100rpm). Uma amostra de cada cultura foi
diluida decimalmente em 0,9 mL solucdo salina, pH 7,4.(PBS)
na proporgdo de 1:10. De cada diluicdo foi retirado 0, 1mlL,
que era despejado em placas contendo agar verde brilhante
(Oxoid .CM0263) contendo novobiocina (lug/mL) e A&cido
nalidixico (20 pg/mL) (VB Nal/Nov), que foram incubadas a
37°C/24h. O numero de colénias por mililitro de caldo LB
foi transformado em log,y para apresentacdo dos resultados.
As culturas continham aproximadamente 10° UFC/mL.

7. Aves |

Foram wutilizadas aves susceptiveis ao tifo aviario
(BERCHIERI et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2005), de
variedade vermelha (Hy-line Brown) e de variedade branca
(Hy-line W36) de linhagem comercial, para postura de ovos
de mesa e pintinhos com um dia de vida provenientes de

incubatdério comercial de aves de corte (COBB 500). As aves

- de postura foram alojadas em gaiolas de baterias de cria e

recria, j& os pintinhos de corte foram colocados em caixas

de madeira teladas. As aves receberam aquecimento elétrico
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durante o periodo inicial, &gua e racdo ad libitum;

8. Avaliagdo da infecgdo de aves por SG AcobSAcbiA
em comparagdo com a cepa de SG original

8.1. Experimento 0l: Avaliagdo da mortalidade

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

Para cada cepa foram utilizados dois grupos contendo
cada um 20 aves.

Pintinhos de um grupo receberam 0,5 mL de uma cultura
preparada'em caldo LB, incubada a 37°C/24h em agitacdo e do
outro, esta cultura diluida a 1072 em caldo LB. O inéculo
foi administrado por via oral, no quinto dia de vida.

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

8.2. Experimento 02: Avaliag¢do da infecg¢do sistémica

Para este ensaio, foram wutilizadas 80 aves de
variedade vermelha de linhagem comercial para postura de
ovos de mesa. As aves foram divididas em dois grupos
contendo 40 aves. Aves de um grupo foram infectadas com.o
inéculo (sem dilui¢éo) da cepa original e as do outro grupo
com a cepa mutante, no quinto dia de vida. 2, 5,-7, 14, 21
e 28 dias pés-infecgdo (dpi), cinco aves de cada grupo,
foram sacrificadas para a estimativa da presenca de SGNal”
e SG AcobSAcbiA em baco e figado.

As amostras de bago e de figado foram colocadas em
solugdo salina, pH 7,4 (PBS) na proporgdo de 1:10,
maceradas e diluidas decimaimente em 0,9 mL de PBS. De cada

diluigdo retirou-se O0,1lmL, que era despejado em placas
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contendo A&gar verde brilhante (Oxoid CM0263) céntendo
novobiocina (lug/mL) e 4cido nalidixico (20 pg/mL) (VB
Nal/Nov), que foram incubadas a 37°C/24h. O nUmero de
coldnias por grama de 6rgdo foi transformado em log;y, para
analise dos resultados. Na auséncia de crescimento, aos
frascos contendo a amostra homogeneizada em PBS (1:10), era
adicionado igual volume. de caldo selenito (Oxoid CM395)
contendo novobiocina (0,04%) (caldo SN), preparado em
concentracao dupla. O frasco era incubado a 37°C/24h e a
seguir, seu conteudo era seﬁeado em &agar VB Nal/Nov, com
incubacdo a 37°C/24h.

9. Avaliag¢dao do potencial do mutante SG AcobSAcbiA
como cepa vacinal sobre a cepas selvagens de SG e SE

9.1. Experimento 03: Protegdo de aves utilizando SG
AcobSAcbiA contra a infecgdo por SG

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

Os indéculos da cepa vacinal de SG AcobSAcbiA e da cepa
desafio de SGNal® foram preparados conforme o procedimento
descrito anteriormente no item 6.

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

As aves foram examinadas durante 28 dias, registrando-

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

9.2. Experimento 04: Protegdo de aves utilizando SG
AcobSAcbiA contra a infecgdo por SE

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

Os indculos da cepa vacinal de SG AcobSAcbhbiA e da cepa
desafio de SENal‘Spec® foram ©preparados conforme o
procedimento descrito anteriormente no item 6.

Foram formados trés grupos contendo 40 aves cada. As
aves do grupo A foram vacinadas aos cinco dias de vida, do
grupo B aos cinco e vinte e cinco dias de vida e as aves do
Grupo C ndo receberam nada (controle). A dose vacinal
consistia de 0,5mL da cultura de SG AcobSAcbiA, inoculado
por via oral, diretamente no papo.

Neste ensaio foram avaliadas a excrecdo fecal e a
infeccdo sistémica da cepa utilizada no desafio.

A avaliagdo da excregdo fecal foi feita pesquisando-se
a presenca de SENal’Spec’ nas fezes, duas vezes por semana,
durante quatro semanas, por meio da colheita de fezes
cloacais com suabes estéreis de algoddo. Os suabes foram
colocados em tubos contendo 2 mL de caldo SN. Apds
agitagdo, foram semeados em &gar VB Nal/Nov. A seguir, as

placas e tubos foram incubados a 37°C por 24 horas. Na
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auséncia de crescimento em &gar VB Nal/Nov, semeava-se
novamente os suabes enriquecidos em placas contendo agar VB
Nal/Nov com incubacdo a 37°C/24horas. Decorrido este
periodo, era realizada a leitura das placas.

Para avaliar a infeccdo sistémica, 2, 5, 7, 14, 21 e
28 dias pés-infeccdo (dpi), 5 aves, de cada grupo, foram
sacrificadas para a estimativa da quantidade de SE em bacgo,
figado e contetdo cecal (BERCHIERI et al., 200la,b).

As amostras de bag¢o, de figado e de conteudo cecal
foram colocadas em solugdo salina pH 7,4 (PBS) na proporgéov
de 1:10, maceradas (conteido cecal era homogeneizado) e
diluidas decimalmente em 0,9 mL de PBS. De cada diluicgéo
foi retirado 0,1lmL, que era despejado em placas dé dgar VB
Nal/Nov, as quais eram incubadas a 37°C/24h. O nUmero de
coldénias por grama de 6rgdo foi transformado em logio para
andlise dos resultados. Na auséncia de crescimento, aos
frascos contendo a amostra homogeneizada em PBS (1:10), era
adicionado igual yolume de caldo SN, preparado em
concéntragéo dupla. O frasco era incubado a 37°C/24h e o
seu conteudo era semeado em Agar VB Nal/Nov, com incubagéo
a 37°C/24h. Decorrido este periodo, era realizada a leitura
das placas.

10. Analise estatistica

Os dados relativos & mortalidade foram analisados pelo
teste ndo paramétrico do Qui-quadrado com nivel de
significancia de 5% (p<0,05) (GREENWOOD & NIKULIN, 1996). O
teste de comparacdo maltipla de Tukey foi utilizado na
andlise dos resultados obtidos nas contagens de SG e SE dos
6rgdos ao nivel de significdncia de 5% (p<0,05) (DANIEL,

1991) .
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11. Avaliagdo da infecgido de aves por SG AcobSAcbiA
em comparagdo com a cepa de SG original

11.1.Experimento 1: Avaliagdo da mortalidade

Na Tabela 1 estd3o presentes os dados referentes a
mortalidade de ~ave.s que receberam os indéculos sem ser
diluido e o diluido a 1072 da cepa SG AcobSAcbiA e da cepa
selvagem SGNal®. Durante os 28 dias de observagdo, nos
grupos de aves que receberam o mutante SG AcobSAcbiA,.
diluido ou ndo, a mortalidade foi nula. No grupo controle,
a cepa de SGNal® causou mortalidade em 83,3% das aves que
receberam a cultura sem diluicdo e em 60% das aves que
receberam a cultura diluida 100 vezes. No 28° dpi, as aves
remanescentes foram sacrificadas, para a realizagdo do
exame bacteriolégico de figado. SGNal® ou SG AcobSAcbiA néao

foram recuperadas nas aves de seus respectivos grupos.
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11.2 .Experimento 2: Avaliag¢do da infecg¢dao sistémica

Os suabes de fﬁndo de caixa e o0s testes sorolégicos
realizados no momento da chegada das aves de um dia,
apresentaram-se negativos para a'pesquisa de Salmonella spp e
anticorpos anti-Salmonella, respectivamente.

Os resultados quanto & infecgdo sistémica estao né
Tabela 2. A quantidade de SG AcobSAcbiA em figado e bago das
aves foi significativamente menor do que a da cepa selvagem
(SGNal®), no 5° e 7° dpi. Além de menor multiplicacdo, a cepa
mutante SG AcobSAcbiA foi encontrada no figado das aves até
no 7° dpi, enquanto que a cepa selvagem, persistiu no figado
e no bago das aves do grupo controle até o 14° dpi.vA partir
do 21° dpi, a cepa mutante SG AcobSAcbiA ndo foi encontrada
em nenhum dos 6rgdos examinados e o grupo controle ndo tinha

s

nenhuma ave para a inspec¢do devido a mortalidade.
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12. Avaliagdao do mutante SG AcobSAcbiA como cepa
vacinal contra a infecg¢do pelas cepas selvagens de SG e SE

12.1.Experimento 3: Protegdo de aves utilizando SG
AcobSAcbiA contra a infecg¢do por SG

Os dados apresentados na Tabela 3 revelam que a cepa
mufante SG AcobSAcbiA conferiu protegcdo contra a cepa

selvagem SGNal®, reduzindo a mortalidade entre as aves

.vacinadas. A mortalidade foi de 15% entre as aves do grupo

A, 25% entre as aves do grupo B e 75% entre as aves do
grupo C (controle), que ndo receberam o indéculo da cepa
mutante. A diferenca entre a mortalidade das aves dos
grupos A e B e a mortalidade das aves do grupo C (controle)

foi estatisticamente significativa (p<0,05).
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Tabela 3. Mortalidade de aves vacinadas oralmente com
cultura de SG AcobSAcbiA e desafiadas oralmente com a cepa

selvagem SGNal‘®.

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

Letras diferentes indicam diferenca ‘estatisticamente

significativa (%%, p<0,05).
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12.2 .Experimento 4: Protegdo de aves utilizando SG
AcobSAcbiA contra a infecg¢ido por SE

Para a avaliagdo da protecdo das aves pela cepa de SG
AcobSAcbhbiA contra SE analisou-se a excrecdo fecal mediante
exame de suabe de cloaca e a infeccdo sistémica estimando-
se a presenga de SENal®Spec® em baco, figado e conteudo
cecal.

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

Na Tabela 5 estdo apresentados os .resultados da
avaliacdo da infeccdo sistémica pela cepa de SENal®Spect,
utilizada no desafio das aves. A vacinagdo das aves com O
mutante SG AcobSAcbiA, reduziu o numero de SENal®Spec® em
bago, figado e <ceco das aves dos grupos A e B, em
comparagdo as aves do grupo C (controle). No 2° e 5° dpi, a
contagem de SENal’Spec’® no conteudo cecal das aves do grupo
C (controle) foi significativamente maior (p<0,05) do que
no grupo B e no 5° e 7° dpi a contagem de SENal"Spec® no
figado das aves dos grupos A e B também diferiu

estatisticamente em relagdo ao grupo C (controle).
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Tabela 4. Numero de suabes positivos apdés a inspegdo da
cloaca de aves brancas para postura, para detecgdo de
SENal*Spec® utilizada como cepa desafio apds a vacinagdo de

aves com cultura de SG AcobSAcbiA.

GRUPOS
A B [
va(;.:r;:gio 5 dias 5e 25 dias néo vacinado
dpi D E T D E T D E T
2 16 12 28 11 8 19 1 10 21
5 17 11 28 5 5 10 14 13 27
8 0 3 3 0 0 0 2 7 9
12 0 1 0 0 0 0 3 3
15 1 1 2 0 0 0 1 1 2
19 0 1 1 0 0 0 0 0 0
22 0 1 1 0 0 0 0 1 1
26 0 2 2 0 0 0 0 0 0
TOTAL 34 32 66b 16 13 29a 28 35 63b

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

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

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

Grupo C: controle (ndo vacinado).
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13. Discussido dos resultados

Conforme consta na Tabela 1, nos grupos em que as aves
receberaml 0 mutante SG AcobSAcbiA, ndo se observou
mortalidade, enquanto.‘ que nos grupos controles, a
mortalidade vfoi de 83,3% (25/30) quando wutilizou-se o
indéculo sem diluicdo e de 60% (18/30) quandd o indéculo foi
diluido a 10?2 em caldo LB, a semelhanca de resultados
observados em estudos anteriores sobre o Tifo Aviario
(BARROW et al., 1987; OLIVEIRA et al., 2005).

Complementando‘os estudos a respeito da relacgdo entre
a cepa mutante e aves, foram feitos estudos a respeito da
infeccdo sistémica. Conforme pode-se observar na Tabela 2 a
cepa mutante foi recuperada do figado até o 7° dpi,
enquanto a cepa selvagem permaneceu neste &érgdo até o 14°
dpi, assim como foi descrito anteriormente por OLIVEIRA et
al. (2005) com a infecgdo de aves de postura adultas,
utilizando a mesma cepa de SG. A contagem bacteriana nos
érgdos revelou uma menor quantidade de SG AcobSAébiA em
relacdo a cepa selvagem SG. Aos 21 dpi, SG AcobSAcbiA néo
foi encontrada nos 6rgdos examinados, enquanto que o grupo
controle ndo possuia nenhuma ave, devido & mortalidade
causada pela cepa selvagem. Assim sendo, pode-se afirmar
que a delegdo dos genes cobS e chiA trouxe a cepa mutante
transtornos metabdélicos que refletiram no seu comportamento
in vivo, com relacdo ao crescimento e a viruléncia no
organismo hospedeiro. A alteracéo metabdlica de
microrganismos leva ao comprometimento da sua sobrevivéncia
no organismo hospedeiro. SHAH et al. (2007) verificaram
situagdo similar quando tornaram o gene metC inoperante em

uma cepa de SG. A incapacidade desta bactéria em sintetizar
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metionina interferiu no seu crescimento nos érgdos

invadidos (figado e baco), diminuindo de forma

significativa a sua viruléncia.

A via de biossintese da cobalamina em Salmonella spp.
pode ficar comprometida quando algum gene do operon cob
torna-se inoperante, sendo incapaz de sintetizar esta
molécula, se substédncias precursoras ndo forem encontradas
no ambiente (GRABAU & ROTH, 1992). A cobalamina €& uma
molécula importante para Salmonella Typhimurium, cuja
principal fungdo seria atuar na degradacdo de fontes de
carbono, como o propanediol e o tetrationato, para a
obtengdo de energia (JETER, 1990; AILION et al., 1993;
BOBIK et al., 1999; PRICE-CARTER et al., 2001). Portanto,
essa substéncia exerce influéncia na multiplicacgéo
bacteriana e sua auséncia pode levar & atenuacdo da.
bactéria (FIELDS et al., 1986). A partir dos resultados
obtidos na presente invengcdo nota-se a. influéncia da
cobalamina no metabolismo bacteriano de SG. No entanto,v
essa participagcdo pode variar entre os sorotipos de
Salmonella spp., como descrito no trabalho anterior
(BJORKMAN et al., 1996), uma cepa de Salmonella Typhimurium
com alteragdo de genes envolvidos na biossintese de
cobalamina continuou expressando a mesma viruléncia.

A cepa utilizada na presente invencdo apresentou dois
genes alterados, relacionados <com a biossintese da
cobalamina, enquanto que mutantes de SG contendo alteragéo
no gene cobS ou cbiA, individualmente, ndo tiveram a
viruléncia diminuida da mesma maneira (PAIVA et al., 2007).
A delegdo simples pode ndo ter sido suficiente para

bloquear a biossintese de vitamina B;;, talvez porque a
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bactéria wutilize processo alternativo que ndo dependa
daquela enzima, enquanto a alteracdo dupla conseguiu causar
danos irreparéaveis.

Segundo JETER et al. (1984), mutantes de Salménella
Typhimurium incapazes de sintetizar cobalamina caem em trés
classes fenotipicas: 12. Delegdo na parte I do operon cob:
a bactéria sintetiza cobalamina sé quando for fornecido
cobinamida; 2°. Delegdo na parte II do operon cob: a
bactéria sintetiza cobalamina sé quando for fornecido
dimetil-benzimidazol (DMB); 3°. Quando a delecdo ocorre na
parte III do operon cob: os mutantes falham na sintese de
cobalamina mesmo quando se fornecem ambos o0s precursores
(cobinamida e DMB). O gene cbiA localizado na parte I do
operon cob é o primeiro local de leitura para iniciar a
sintese da cobalamina e em Salmonella Typhimurium codifica
uma amidase que atua em fase tardia da via biossintética
(ROTH et al., 1993). Assim, no mutante SG AcobSAchbiA foram
eliminados um gene da parte I (cbiA) e um da parte III
(cobS), quebrando a via de biossintese da cobalamina.

Os genes que codificam enzimas para o metabolismo de
carboidratos, nucleotideos ou aminodcidos, sdo chamados de
genes de manutencgdo e sdo conhecidos por participarem dos
mecanismos de viruléncia, através da aquisicéao de
nutrientes essenciais para o crescimento intracelular de
Salmonella enterica. A cobalamina é importante quando atua
como cofator em reagdes como as das enzimas homocisteina
metil transferase (CAUTHEN et al., 1966) e etanolamina
ambébnia liase (SCARLETT & TURNER, 1976), responsaveis,
respectivamente, pela sintese de metionina e degradacdo da

etanolamina. Assim, o amplo espectro de atuagdo, sugere que
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esta molécula seja imprescindivel, ndo por possuir apenas

uma fungdo essencial, mas por ser um catalisador de varias

etapas do metabolismo bacteriano.

De acordo com os resultados acima, a deficiéncia de
cobalamina interferiu na multiplicacdo e p@rsisténcia.de
SG, indicando que a atenuacdo esté ligada a perda da
capacidade de sobreviver dentro do sistema fagocitico-
mononuclear.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 3 a
vacinacéo'por via oral, com a cepa SG AcobSAcbiA, protegeu
as aves contra o desafio com a cepa selvagem de SG. Em
grupos de 20 aves, sobreviveram 17 aves naquele em que se
utilizou uma dose vacinal, 15 quando se empregou 2 doses
vacinais, permanecendo apenas 5 aves vivas apdés o desafio
pela cepa selvagem de SG, diferindo dos grupos vacinados
(x% p<0,05). A resposta imune gerada pela aplicagdo de uma
dose vacinal teve a mesma eficdcia que a utilizacdo de duas
doses. Esses resultados sugerem que a cepa SG AcobSAcbiA
pode imunizar as avés por meio da inoculagdo oral,
conseguindo diminuir a incidéncia de Tifo Aviario. Alguns
resultados semelhantes foram relatados anteriormente com a
utilizagdo da cepa SG9R. Segundo BOUZOUBAA et al. (1989),
uma cepa selvagem de SG que provocou a mortalidade em 60%‘
de aves do grupo controle, ndo causou mortalidade no grupo
de aves vacinadas com SG9R, embora tenha provocado lesdes
necréticas focais no figado em até 55% das aves, a
semelhanca de relato anterior (SILVA et al., 1981). Em
experimento descrito por LEE et al. (2005), apds o desafio
com uma cepa patogénica de SG a mortalidade variou de 95 a

100% nos  grupos controles, enquanto gque nos grupos
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vacinados com SG9R essa variacdo foi 0 a 5%. Assim como
SG9R, a cepa SG AcobSAcbiA poderd ser utilizada com sucesso
no controle do Tifo Avidrio, com algumas vantagens como a
auséncia de lesdes severas em 0Orgdos e a‘pbssibilidade de
diferencid-la de outras cepas de SG. CHACANA & TERZOLO
(2006) notaram que a vacinacdo com uma cepa atenuada de SE
(Salmonella TAD E) foi capaz de proteger aves contra o
Sorotipo SG apdés a aplicacdo de trés doses. Porém, a
imunidade n&do foi duradoura e quando o desafio foi
realizado em maiores intervalos de tempo, a mortalidade das
aves vacinadas foi igual a do grupo controle. Portanto, a
melhor protegcdo contra o Tifo Avidrio é obtida quando
utilizam~se vacinas preparadas a partir de cepas de SG.

Tendo-se em vista que os sorotipos Gallinarum e
Enteritidis possuem composi¢gdo antigénica semelhante,
pertencendo ao sorogrupo D1 (O: 1, 9, 12), investigou-se a
possibilidade de se utilizar a cepa de SG. AcobSAcbiA como
vacina para controlar a infecgdo de aves por SE. Foram
realizados dois experimentos para a avaliacdo da protecéo
contra uma cepa desafio de SE, sendo um com aves de postura
de linhagem branca e o outro com pintinhos de corte.

No experimento com as aves de postura, apdés o desafio
inspecionou-se a excrecdo fecal e a colonizag¢do de figado,
baco e ceco por SE. Cs resultados referentes ao exame dos
suabes cloacais (Tabela 4), demonstram uma redugdo na
excrecdo fecal de SE no grupo em que as aves receberam duas
aplicagdes da cepa SG AcobSAcbiA, aos 5 e aos 25 dias (xz,
p<0,05). N&do houve diferenca no numero de suabes positivos
entre o grupo das aves que receberam uma dose da cepa

vacinal, aos cinco dias e o grupo controle (%?, p>0,05).
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SILVA et al. (1981) relataram & reducdo de 20% na excregdo
fecal de STM em aves vacinadas por via ofal ou sﬁbcuténea
com a cepa SG9R. BARROW et al. (1991), notaram que nao
ocorreu reducdo da excrecdo fecal de uma cepa de SE,
utilizada para desafiar as aves apdés a vacinagdo com SGIR.
Na presente invengdo, envolvendo a utilizacdo da cepa SG
AcobSAcbiA, a éxcrecéo fecal de SE foi reduzida em cerca de
55% quando as aves receberam duas doses da cepa vacinal e
nenhuma ave excretou a cepa desafio apdés o 5° dpi. Enquanto
a excrecdo de SE foi observada durante toda a fase
experimental pdés desafio (22° dpi), nas aves do grupo onde
se aplicou uma.dose da cepa vacinal e do grupo controle
(sem vacinacédo) (Tabela 4) . Esses resultados sao
motivadores, tendo-se em vista que BETANCOR et al. (2005)
também observaram a reducdo da excregdo fecal de SE, em
aves vacinadas (duas doses) com cepa atenuada de SE, mas
com a presenca da bactéria nas fezes por periodo mais
longo, de 15 dias.

Conforme consta na Tabela 5, houve redugdo na

quantidade de SE recuperada no figado das aves vacinadas

‘com uma dose de SG AcobSAcbiA a partir do 5° e 7° dpi,

enquanto gque no grupo em que as aves receberam duas doses
vacinais, a reducdo foi significativa no conteudo cecal nos

2° e 5° dpi, no figado nos 5° e 7° dpi e no bago no 5° dpi.

Assim, pode-se afirmar que a cepa vacinal foi capaz de

reduzir a infeccdo de aves por SE, quando foram utilizadas
duas doses. Esses resultados sdo inovadores, tendo-se em
vista que, as vacinas vivas disponiveis s&o incapazes de
impedir completamente a instalagcdo de SE no ceco e a

colonizacdo dos érgdos das aves, sendo as vezes expressiva
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na protecdo conferida contra a infeccdo sistémica (BARROW
et al., 1991; COOPER et al., 1994; GANTOIS et al., 2006).

Vacinas contendo outros sorotipos de Salmonella para
proteger aves contra SE também ja& foram avaliadas. HASSAN &
CURTISS (1994b), utilizaram uma cepa atenuada Salmonella
Typhimurium Acya Acrp visando inibir a presenca de
sorotiposvde Salmonella dos grupo B, C, D e E em aves. Em
aves vacinadas na 2% e 42 semana e desafiadas por SE na
sexta semana de vida, a protecdo contra a colonizacdo do
ceco foi fraca, jé a reduc¢do da quantidade de SE recuperada
nos o6rgdos foi melhor quando foram utilizadas cepas pouco
invasivas para desafiar as aves.

CERQUETTI & GHERARDI (2000) utilizaram uma cepa
atenuada de SE para vacinar aves nos primeiros dias de
vida. A cepa vacinal conferiu boa protecéo contra os
sorotipos SE e SG, quando o desafio foi realizado em 14
dias apdés a aplicagdo da Ultima dose imunizadora, mas néo
foi capaz de proteger contra o desafio por STM. Esta cepa
apresentou algumas caracteristicas que podem desfavorecer a
sua utilizagdo no campo. Foili necessario aplicar quatro
doses vacinais, o que aumenta o estresse das aves e o custo
da vacinagdo para os produtores. Apdés a ultima dose, as
aves excretaram a cepa vacinal no ambiente por até duas.
semanas. A cepa - SG AcobSAcbiA possui algumas
caracteristicas vantajosas quando considera-se seu uso Como
vacina. A inoculacdo de apenas uma dose, administrada por
via oral, foi eficaz contra SG. Outra vantagem que SG
AcobSAcbiA tem sobre as demais cepas vacinais disponiveis,
principalmente contra SE, baseia-se no fato de que mesmo

apbés a sua inoculacdo oral, a excrecdo fecal e a
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consequente contaminacdo do ambiente sdo inexpressivas,
além da necessidade de poucas aplicag¢des (no maximo duas)
para uma protegéo.efetiva contra o sorotipo heterdlogo.

Em um estudo a campo, FEBERWEE et al. (2001la)
relacionaram a'redugéo de infecgdes por SE em lotes de aves
poedeiras comerciais & utilizacdo da vacina SG9R, em
conjunto com a aplicacdo de um programa de biosseguridade,
incluindo outras medidas sanitdrias que diminuem o risco de
infecgdes por SE. Na presente invencgdo, os inéculos
utilizados para desafiar as aves continham grande
quantidade de bactéria, que dificilmente seria encontrada
em condig¢des normais a campo. As condigcdes em dgue OsS
experimentos foram executados propiciavam a constante
reinfeccdo das aves devido a alta contaminagdo no ambiente
dentro dos infectérios. O uso da cepa SG AcobSAcbiA em
granjas avicolas ainda ndo foi testado, mas os resultados
dos ensaios realizados indicam que SG AcobSAcbiA podera ser
uma importante ferramenta para combater infeccées.por SG e
SE.

Face aos resultados favoraveis ao uso da cepa SG
AcobSAcbhbiA como vacina, investigou-se seu eﬁprego para
evitar a colonizacdo cecal de aves por SE no inicio da
vida, na forma de exclusdo competitiva. J& foi relatado que
cepa de Salmonella Typhimurium consegue inibir a
colonizacdo cecal de aves por cepas homdlogas (BERCHIERI JR
& BARROW, 1990). COOPER et al. (1994), conseguiram impedir
a colonizacdo <cecal de aves recém nascidas por SE,
aplicando oralmente um indéculo contendo uma cepa atenuada
de SE no primeiro dia de vida. No experimento em que

pintinhos de corte receberam SG AcobSAcbiA no primeiro dia
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de vida, ndo ocorreu inibicdo de SE que foi inoculada por
via oral no segundo dia de vida, a qual colonizou‘e se
multiplicou no ceco das aves de ambos grupos. A quantidade
de SE encontrada no conteudo cecal dos pintinhos do grupo
controle e do grupo vacinado, Sacrificados no 5° dpi, foi
elevada e ndo diferiu entre si (Tabela 6). Assim sendo, a
cepa SG AcobSAcbiA ndo impediu a colonizagdo cecal pela
cepa desafio, como fez a cepa atenuada de SE (COOPER et al,
1994). METHNER et al. (2001) analisaram a utilizacdo de uma
cepa de STM atenuada para impedir a colonizagdo cecal de
pintinhos desafiados por uma cepa patogénica hbméloga no 3°
dia de vida, sem sucesso. A colonizag¢do do intestino por
uma cepa “vacinal” de Salmonella seria wuma forma de
proteger aves recém eclodidas e aves recém vacinadas contra
a infecgdo por cepas patogénicas, pois durante este
periodo, a resposta imune ainda é limitada. Porém, esta
acdo parece estar distante da capacidade das cepas vacinais
disponiveis, incluindo-se a SG AcobSAcbiA. Cepas atenuadas
de SE mostraram melhores resultados; no entanto, sao
excretadas no ambiente, o que é uma caracteristica
indesejavel para uma vacina. A protec¢do do trato intestinal
das aves durante este periodo parece ser exercida, mais
satisfatoriamente, pelo método de exclusdo competitiva
(METHNER et al., 2001; STERZO et al., 2005).

A cepa atenuada SG AcobSAcbiR mostrou-se capaz de
proteger aves contra o desafio pela cepa patogénica de SG e
também foi eficaz em reduzir a infecgdo por SE quando
inoculada duas vezes em aves de postura. Destarte, oOs
resultados obtidos na presente invengdo sdo promissores e

deverdo nortear futuros estudos visando a aplicagdo da cepa
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SG AcobSAcbiA como vacina no controle da infeccdo de aves
por SG e SE, em condigées experimentais controladas, bem
como estendé-los para pesquisas aplicadas ao campo.

Portanto, dentro das condigdes éxperimentails adotadas
na presente inven¢do concluiu-se que:

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

- A aplicagcdo de uma ou duas doses da cepa SG
AcobSAcbiA é capaz de proteger aves contra o desafio por
uma cepa selvagem de SG. |

- A inoculagdo de duas doses da cepa SG AcobSAcbiA
foi capaz de gerar imunidade cruzada e proteger aves contra
o desafio por uma cepa de SE.

- Houve reducgédo significativa da quantidade de SE
encontrada no figado, no baco e no conteudo cecal das aves
que receberam duas doses de SG AcobSAcbiA.

- A aplicagdo de duas doses da cepa SG AcobSAcbiA
causou grande redugdo da excrecdo fecal de SE utilizada
para desafiar as aves.

- A cepa SG AcobSAcbiA é invasiva e ndo foi capaz
de impedir a colonizagdo do ceco pela cepa de SE.

- A vacinacdo com duas doses de SG AcobSAcbiA
causou redugdo de SE nos 6rgdos, no conteudo cecal e na
excregdo fecal, desta forma, a protecdo conferida pela cepa
vacinal deve ser dlassificada como parcial.

- A cepa SG AcobSAcbhbiA possui vantagens, como a
impossibilidade de ser excretada nas fezes, a completa
atenuag¢do, a . excelente imunogenicidade contra SgG, a
incapacidade de infectar humanos e a possibilidade de ser

detectada e diferenciada por técnicas moleculares.
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A descrigcdo da invencdo, detalhada, acima, e os
exemplos aqui descritos foram apresentados apenas com as
finalidades de ilustracdo e descrigdo e ndo como limitacgdo.
Portanto, é considerado que a presente invengdo compreende
quaisquer e todas as modificagdes, variagdes ou
equiva;entes compreendidos no escopo dos principios

subjacentes bédsicos revelados acima e aqui reivindicados.
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caaggcgcag
taccgacgtg
cgataatggc
tctgataatc
ttgtgggtcc
gtttcctgac
gcacaataag
ttccatatca
cgttagcgaa
tctgcgcgta
tcataaaacc
acacaaagca
ctctccatat
cgaagctccc
acctcttcac
tccgcaatge
cgtaagtagg
cagtgcccaa
ttagcatttg
accaggtgcece
ggcgctteceg
ctgtcaggat
tagttggtaa
aaccgggcca
ccggggtgga
aaatggcgcg
acataaggat
tggtaaacga
gtagtggtat
ggtgtcgege
gcgtggggat
ttaaccgact
gtgcctttat
gtatgacagc
accctttaaa
actggtacag
gctgactcga
aacggatgcc
tcgacattga
ctcagatcag
tatgtgccag
acttatcatt
acacatctgc
caatgttacg
gaagggatat
cgtatgatgt
ctgatgccaa
tattctcaca
gaagtatgtt
ggtttactta
gatcaagatc
gggcatcacc

24457

tgccggaagce
cgccactatg
gtgaccaccc
cctttaagcet
aggcgctcaa
gtagacgcga
gccttaacgg
cataaatacg
acggtggctc
gtaaatcaat
ggtttgcctg
gcgtgcegta
caatcgcgac
agttacgatc
cgggcattcc
ttggaatagg
catgggccag
tcataagcca
aagggccgac
aggcgggcat
tttctgeegt
caagaatttg
acaaaacgaa
acgagaagtc
acagaccgtc
ttagccceggce
acgggatctc
ggttaagctg
aacagccggg
catcccagcet
cgggcagcgt
gctcgtatag
tttccatatt
aaaggaggaa
aagaaaagag
ccatttgtta
tcagcatgct
atgaaaaagg
gttcctcgaa
tatcaaggtc
cataaggccg
gccccgagca
ggcaaggata
aaccataaca
tccaaaggga
gcctttagtc
agcaacaaca
aaaaatcata
ccatttagtt
ttgtacatcc
actggaaata
tggcaagctt
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accgatttga
atgatgaagg
tatatccctg
gatcgattct
ggagcgtgaa
ttatcggcga
gatacagaac
cctettecge
attaaacgtg
agcacgaata
cccgggcagt
aggcacgcegg
cgcgcggcta
atccgtggtg
gctaaccgct
aatatcaggc
cacataatca
gacgtcaggc
accgatattt
ctgatgcttc
gatccaaatt
gctgcatccc
gggctgaaaa
aacacgacgc
tgccgtctca
gctcatagaa
atggtgcgag
ttccagaaga
atgagtaaag
tacagacagc
accgttatca
ctcctccagg
attctcctta
actaaagggg
aactatctta
agttcattac
gatagtgaaa
gtgattagga
gaatttattc
aatctctggt
tacaagctcg
atggtattgt
atttccccga
cgtctggctyg
aattttgact
gctccagcgg
gccccgaaat
acagaagttc
cttctactgt
ttgtttcgaa
tctgaaatca
gtgtgatcgce
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atggaacggc
ctttcecgege
tccgacgcega
cacggtcggt
gtgcggcgca
caggtctccg
cgccteecege
tcctgtccag
cgtaatttac
ccaatttgca
ttaatttcac
aagcgatagc
aggttgaatc
acgaccgttc
ttggtggcgt
ggcagaacgg
ccaatcgcct
cgcaacacgg
accagcgtaa
ttccaggcca
ccgccggeac
cagcgcacaa
tgttcaaccg
gcgtcgaagt
tcgccaatct
cgatccagcg
gcctctaccg
taagcgcgaa
cgtccaaaag
gaaggataaa
acatagtcag
cgatccagceg
gcgttcacag
ttagcgtaag
gcgccaccat
aattagtcat
tctgggacgg
aaataggttt
atgagatctt
gttaattcca
taaacttgct
agtcgcgtat
tcaaaggaat
tccatggggt
ttttaaacac
gtttcgccect
ctgcaacacc
ggcagcagtc
atccattaga
tgaaagaaat
gatgaaagag
tccgtttgaa

CEPA BACTERIANA MODIFICADA E USO DA MESMA

Salmonella enterica sorovar Gallinarum

gagcaccgge
cactcgtggc
aaatcctcag
atctgcttgt
atgttttcgc
gcgatggtga
taaggcttca
cagcaggcga
gtgagtgcaa
aatgttctga
cgtgtaaagg
cctgggetgce
gcagcgccga
ccgtgcgcecag
cgtacagcgc
catccagcac
gactttctcg
ccaaatggtc
tccecctgece
gatcggaaat
aggaaagcgc
actcatcgac
gcgtaccggt
gcgatagcgg
gcgccagttce
tcagagccga
caatatgcgc
atagcgcagg
cgcgtgtttt
caaacagtcc
cgatggcttc
cctgctcggg
gtgaggcacg
ggtggcgaca
catcgctcaa
ataaccattt
gtacaggttc
ctattctgaa
cggcttcaag
cttgcttaat
gttcaatatt
agtgcaatat
ggaacgtcca
gtaaccgcct
tgcacgtgca
tgtccaaaga
aatcccaaac
agattggatt
aactctatag
caatcttttg
acagtcgcga
ccgaacacat

tggtgcgctt
gctatgagtt
tatcaagcct
taatccgggc
cttccggege
tgaagccgcg
ttcagccact
cagctcattt
acgatcacct
aatagccccc
tttgtcagaa
aatcgtcgceg
tgcggaataa
tcgectgttte
acgctgtact
atgatcatcg
taaccctcca
gcaaatcgtt
atctgccegtt
agcctcettcec
gatataggga

.atagcgggtg

atagtgccgt
atagaattcg
tgtggtagga
gccatcgatce
gccataatca
ccgcgtaacg
aggcgggttce
gttaagcctg
acggagcgcg
cgttaggttt
tcattcgata
gtaaacatga
aaagaagggt
ccecggetttt
cgttttcttg
gttacctcgc
ttcatcaatg
gttgaaaaga
gtctaccata
gttatttgtg
acaaacggcg
aaccatgtcg
gtcctggacg
ttattacgac
tggcttgcgg
ttcctgcata
ttactatttt
ggaaagaacg
ttcccaccag
ctatatgtca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
15920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120



gcatactgat
ctccattttc
aaaaacccgg
tctcecggact
cagtgacata
aacggggcga
ttcgtttgcet
agcaaaaagc
cagacgccag
ccctacaacc
ccacatcccc
cgacggcaac
aactttcact
aaacggcgcec
gcgcagttga
agtcgacgcc
aataaagtta
cttgccaccg
ccagataatg
attaaaacca
taatcccagce
gatgctgctg
cgtattccct
actcagcacc
gcctgcgaca
ggcaaatagc
gcgcttgeceg
agccataatt
cagccaactg
aaaaataggg
tttggcatac
ggaccttaaa
caaagctttt -
cgaatctgta
ccacacgatt
ggttcgagtc
acgtttaaaa
cttgacatcc
agccectgcece
cgacaggata
cgctccagca
agcactggcg
gaaagcggtt
ggcctgtcga
tcgtcattge
ttagtgccat
tcecggecceceg
gtattagccg
ttgcgeggeg
gtgcctgcgg
acggtgtcag
aacacatcca
gcaaatgact
accagacgac
aacaagacga
cggcaggtgt
atgttgcgtt
tgtggaacat
cacctaaccg
gggcgcecectt
tctgacaggc
cacaccttgc
tcgacaacac
cgacgtccac
cttttgcatc
ttcccagctc
gggaaacctc
tatttccgca

acgggtttga
tcagcgaacc
taaaccctct
caccaggata
cggattaaca
atattaacga
gctttattce
gcttactccc
taaaacagtg
cccataccca
agcatcgata
acccacgcgg
acctctttta
gtcceccagg
cgctctgect
gaaccaaggg
cccgcaataa
ttgaacagca
ccgaaattca
atcatcagca
ccecgegcecgg
ataataatat
gcceccacgcea
gtcagttcaa

atattaataa

gtcataatca
aggctaaagg
accatattaa
acgagaaaag
atagcaagtg
cagggcgtac
gaagagagtt
tgcagaaaaa
agaggttaaa
cctctgtagt
cagtcagagg
aaacaagaac
atagttttta
atgacactca
tttaaaggcc
cctcattaac
taacgggcaa
cgtgtacctc
taatctgaac
gtaaacggat
ggatggcata
caggcaccat
ttggcaccca
tttcacggcc
gataataata
gcagaatcaa
cgccgggatt
ctaagggctg
tgcctteggg
aaaacggaaa
gcgttaagta
tgcgttcecc
ggcgcacgceg
catcgccata
ttccgecgaa
cgccagcgcet
cgcgccaagce
atcaatgccg
tttattatcg
acttcctgta
ccctacgcca
cagcaaaagc
gccgcgegceg

tcttgcggat
gtgaagcctc
caggtcaacc
tcccgaaact
gtccgeegtt
ggtgcccctg
acacttcggt
tctttacgcg
cgccacgceac
gcacaatacc
cccacatcgce
ccgcccaaat
cgtectgete
caattgccgt
gaccaatttg
cgttacccgg
cgttagtgcc
ctgattcaat
gcggcttcag
cccaaataat
caaaacccag
tgagaatgtt
gcgcgcecgcet
ggtacgttaa
tttcactgcce
ccagcgactg
cgaccaccac
aactgtcggc
tactgagcac
gggtgatttc
ggacgacagc
gaaaccacat
atgtctgcaa
tggggtttga
tcagtcggta
agccagattt
ttatctttac
ggggcctaat
ctactaatac
aggcctgcecc
ccgcgaagta
tggaactttt
cagccaacga
gcgggttect
acagccctga
taacctgccg

cgcgggcagc,

aaccgggcca
agcctgacca
aaggcgcatc
ctgctgcgge
cgcttcaagc
agtattgttc
cggcaacgga
aaaaggtgtg
tagctttttt
tccggcagga
gcttccacga
tgcaaatagg
aagtgcgacg
gccgagtagg
atcacgccgg
tcgecgeggat
atgcgggaag
aaaacgctga
aataaggtca
gcctcagect
acgcgcatat
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agcggtatcg
cgattaagcc
gggtaaagat
aaaatctggce
ctaccgactg
gcttgtcaaa
taaaattcac
cgggtatctc
ggcccagtca
aagcgtatac
aaatcgcaca
tggcataaag
ctgggtataa
aagtacgata
cccggtacca
caggttgata
cattccggceg
gctcgeecgga
atagcttttc
cgctaccgceg
cccttgecag
catccecgecg
accgattagc
cgccagcccce
gaaataatga
gcgcgcecgcece
cgtagtacca
aagccccacg
gcccattagce
acgccagaac
ctggcgtaag
ttcaataatg
atgcaacaaa
caaaaatttt
gaacggcgga
tagtttcggg
ccggttgacc
cgggggcctce
agatactcca
gcgctaatgt
tcaacgtcat
ttgtctgact
ctgccatccg
acaggaacat
ctgacgcgaa
atatatattg
gtttttcccet
tcttgtttge
ataccaatag
tcggcgacgt
accaccagtg
atattactca
tgcggtacgg
tagcttatag
atacgacgca
ctcacatggc
caatattact
tcggcatcgce
gttccataga
ggatcagata
aaagaaagcc
tcatcccgac
tgggctgatt
gcggaagatt
ccatcgcggce
cgccgegttg
gcaagcgact
taactacgcc

gttaatgcca
cccaaaaacc
aatttattgt
tcctectgact
aactacagag
gcectgtttte
cgtttcctga
cacagccagce
agaaacatcc
cctgccacaa
tcgcgecgege
gcagcattaa
aatgaggcaa
gtcgacatcc
agacgcttac
agcgccgceca
acaaacattt
ataccgatac
agcggaatgce
ccgatgtagce
gagaaagccc
ttaatcatca
gcaattgccg
tttacttctg
atgaccactg
gcecttgege
agatcgatag
cccgccattg
aaaacacagg
aacactttgt
gcagtggaga
agcgagaaat
gtgatgagat
tccgececgceta
ctgttaatcc
acatcccagce
tgataaggtc

acggttcgcet.

gcccatgaaa
tgaccggcat
ccecectttgat
caaattcagc
gctctaccga
ggtcgaataa
ggccaatgcc
cgtatagccc
ctttagcata
gttcaaccgc
gtagcacctc
ttaccacaat
tggaaccaga
gceccttgacc
cgattgtgac
ccagcgagaa
ttatatccct
tggtgttgtg
ggccgccaac
cagcgceecgeg
caaatgcgcg
aggtctcacc
atccagcaat
cagatcaaaa
aatcgcaatc
cgcgccaatc
ggctggcgta
cgccaggtceg
catcgcecggg
aggaataggt

tacgtagggg
atggatgtca
tttttaaacg
ggactcgaac
gaatcgtgtg
acaaaaaaag
tgattttcac
gcccgcttat
ccagccaaac
cgcgacagcec
ctttaaaacc
gccagagcag
acagacccgce
agaatacatg
cggtgataat
cggaaaaggc
gcgtcagtag
ccatcacttc
gcagcgccgg
gcgaaatggt
cgtaaatcag
acgggatttt
cagccggata
gcgtcgectce
ccagcacaac
gtcgcctgtc
ccgcaaaaaa
cttccttgec
tattttccag
agctcttgceg
cgttcaaaat
cgtaaggctg
aacccgcaat
atatacgacc
gtatgtcact
gagtccagag
taccgggttt
gagaaaatgg
accagcaatg
tccggaacgg
aaacgtgcgce
acggttgcga
aaatttaacg
atatttaata
aaagttagcg
catagggtta
ttccecgacge
agttacccag
aaccgtattc
accttcacga
ctgaggtaaa
gtagcgggcg
aggctgtcct
atggcttacc
tcctttgteg
cgcccgggtt
tccececatgt
ccgcttectt
agcgcgatgce
gcaggcgcaa
acgggtaagc
ccacccacct
gcccgcecgca
cccaccacct
gtgttcgcca
caggtgtagc
ccaacggcaa
tcggcatcaa

3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3300
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200



taccgacatc
ttgttccecg
cgccttcatc
gcggcgtacc
ccaggctgcc
cggcgtccgg
tccgtaataa
cgcgcccagce
gaaaatcgcc

cgtggcgacg.

gataaataca
ggcgetgecg
taacgccagt
gccatgggtt
cggtgatcgce
tcgaaccgac
cacacagtga
gagctttgat
gcgctgtaga
agcgcgaact
cagccacgat
ccttggtagg
aggcgctaaa
gaaatgtagt
cgaaggatgt
tacttgaagc
atcagttgga
aaggaaaaaa
gaacaacgcce
tacgccccecee
gaaatccagt
ggcccaaaac
tcatccgeceg
gccagacggt
gccgggcecage
atcgccgcegt
gtcaccatgg
“atcaacgtat
ttatgatgct
agtacctgcg
ccgececcgtcea
tatcaatatc
gatccgcata
tgaccaccgc
ccagtccgtc
tggccgtaca
ccggtagceccc
cctgcgtegt
gctgcgtacc
cgccgcaaat
tccegettte
ccagatcaac
gcgccgccag
tagtgatatc
catcttccag
attcgatttg
tgacgccctt
cggcgaatac
ccgccattcc
cgccttccag
gctcacgcaa
tccccatcag
tacgcacatc
ctttaccatc
tacgcagacc
cgtcggatgce
cttttgcatt
atgaagtttg

aatgacatgc
cgtcatattc
ccagacgcca
gttaagaccc
cggcggtttg
cgcaggaatg
tcggctcata
gtatcgccgg
gcgcatgtga
attaccgcca
ttgccaagcc
cgtcecggeceg
tcgctgacca
cccagacgac
cgaagtatcg
gttgctggcece
tattgatttg
caacgacctt
agtcaccatt
gcaatttgga
cgacattgat
tccagcggeg
tgaaacctta
gcttacgttg
cgctgccgac
tagacaggct
agaatttgtt
tgccatcgca
gctagcggaa
agaatcaacc
ccctgcgacc
agcttactca
ctgccgecag
tttcecgggac
gctggcagge
aatcccactg
tggtaataca
caagatgccg
gaattctcgce
gcgcatcgcc
ccagaatcat
aatatgttgc
acaaaaagtc
acgggtaaag
ggcggtgacc
gcatccttcc
cgccgceggcea
ggttttatcc
cagccccgac
ccccatcacc
gcgcagccag
gtcagtcaac
agcgttaaaa
acggggggcg
atccacatcc
ttcgataccg
tactctgtca
gccgecceegyg
catattgacg
cacaataacg
acgcggttta
cacgacctgc
tggcgtgatc
cggcgtaata
atcctgataa
cgtcccctge
cgatgaaaaa
accagccagg

accttcgcac
gccgectgaa
tggtcggege
ggcatacccg
agcaggccgt
tcacggagta
acagagccag
tttgaccgcece
ccaccattgce
atcccagagt
cctcttcacg
cacaggccgce
ccagaatttt
tatcacgcat
actcaactat
gtacatttgt
ctggttacgg
ttggaaactt
gttgtgcacg
gaatggcagc
ctggctatct
gaggaactct
acgctatgga
tccecgeattt
tgggcaatgg
tatcttggac
cactacgtga
ggtatcggcc
taccacacca
cgataaaggg
agcgtgacgg
tttaattttg
tcgttggttg
gatccccatt
tgcaattaaa
ttcgggatcg
ttccagcaaa
ccagcattct
cgccatcteg
aattaaggct
cataccggct
cgcatcgctt
gtttcccacg
gcatcgctgt
gcgccatccg
tgcagcaccg
gccagccagce
tgtgcaaagc
tccacctcat
ggcacgccct
gcgaggtcgce
gcttccggge
tccgtaaagt
ttaccgcgat

.agccacggca

gaatagagta
cgctcctgtt
tcgatatccg
atatcgcgat
tcatattcct
tagtcatggt
gcctggcecgat
cccgeggett
ccagaattaa
aaaatgcggc
aacataactg
actccgtttce
gctgggttag
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cggcctgagce
tcgccgtceac
acatcaccag
cgagctgaac
caatatgttg
aagcgtgtag
cagaaagatc
aagcgtacgt
ggccaaccct
aatgcaggtt
ggcgtagcga
cgccaacgcec
tgccagtagc
aatctccagc
cagaggtagt
acggctccge
tgaccgtaag
cggcttececcce
acgacatcat
gcaatgacat
tgctgacaaa
ttgatccggt
actcgccgcece
ggtacagcgce
agcgcctgcece
aagaagaaga
aaggcgagat
agcccatcca
gggttgcagg
aaacatcacg
cacgggcaag
actccaatac
acccgaccgg
cccacctcat
atctgaattt
ttctcgecte
atcgcgtcegt
gcggtccgece
tcatcaagaa
tcagcatgac
cctgatgttg
ccgccagcag
gcgcaagccce
caaacaggcc
ccacagagca
tttcccccat
cgggcagctce
gagtgattgt
ccacaatggt
gccgatgtgt
tcagcgtatt
ggcgaatata
tagaaatatg
atttatcgtt
tcactcccag
gcgccacgtc
tatgcagcag
ccaccagaat
cgcgcagatt
gcgccaggcet
aactaaccgc
cgctggtcgg
ccgcctgaaa
gcgccatatt
ataaacccgce
cctgcgtcat
tgttttacac
cccecgegtgt

ggcaagcacg
gattttgggc
caccgccttt
ggctaaggtt
ctgcgcacgce
tgtctgcata
aattcaccaa
ttaagcaact
tgcataccag
tgcecgtecge
tgacggtaca
gccaacattg
acaaaaataa
attcgctcac
tggcgtcatc
agtggatggce
gcttgatgaa
tggagagagc
tccgtggegt
tcttgcaggt
agcaagagaa
tcctgaacag
cgactgggct
agtaaccggc
ggcccagtat
tcgecttggece
caccaaggta
ggcgccagceg
aggatgaaaa
atcccacgceg
cggctaataa
ctgagactac
caatatcacg
ttgtcaccag
catcgtcaat
ccagcgcaaa

caggggcaag

agtgtgccgg.

tctgcgaggt
ggcttttacc
ttgcatgatg
atcaaattgc
ctttcgegece
gtgaaggtaa
tccatttttce
gtgaatttca
gcctgacatt
attaagcagc
gtcgceccagce
ctgcaatacc
cttactgccc
gcgtatgege
tggcagttgc
ttgcagcgceg
gaccgggacg
gccgcggaat
cgccagcgtg
aaccggacac
gatttccgcc
gttatagacc
atccatattg
tttgagcagce
aatttgcgcc
ttgcgattta
cgccagcaca
gacgcctccc
agcggcagtc
tccatcgctt

catacgccgg
gaaaccgcta
tcacctacct
tccagtctge
gccatcgect
agatgtctcg
gttcgatcge
ggccaaggat
gcagtaatac
tgactttacc
tcaataaaac
gcgttccacg
gcgccagecce
atgagggaag
gagcgccatc
ggcctgaagce
acaacgcggce
gagattctcc
tatccagcta
atcttcgagc
catagcgttg
gatctatttg
ggcgatgagc
agaatcgcgc
cagcccgtca
tcgcgcgcag
gtcggcaaat
ccagaataca
tcaggccgcet
aatactgctc
aagcgagcat
cagccagacc
aaaatggcgc
taccactttc
ggcgcgctcce
cagcagattc
atccgcggta
cctgccatct
ggcgatatac
actacgtgcc
gtataaattt
cgcgectttat
cgtaacccat
gtgccaaacg
tgtaacgtca
taaccgcgta
gtcgecgttaa
cccaggcccg
atctggtagc
gcatccgcca
ggcaggatca
acatccggcet
acaatggcaa
acgccatctt
ccggtaagcg
ttgttgataa
ccataaatag
tgggccattt
gggcttccgg
gcaaggattt
gtcgccactt
accgggttca
cgccccatct
aacggcgegg
cttttgccga
tgaatgcgca
ccagttgagt
ccgtacacgc

7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260

- 10320

10380
10440
10500
10560 .
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280



gaaaacctcg
atcgctaatt
cgccacaatc
agtgggttca
acgttttttt
aaccagcgtt
acgtaaacta
ctgaaaaacc
cggttttccec
aaaaagcgta
aaaatccata
agtggcaagc
gtggtggtca
gccagagatc
cggattgcca
tcggtaagca
aggttcatca
ttcgcecgtaa
gccagcagca
aaaaatccaa
caacagctca
aacgccagta
cagcggcecttt
ataccccagg
gctttcaatt
cgcaatagcc
gttaataaaa
tttcatttta
tgacggttaa
taaacttcac
ggactgaagt
catcacggcg
caatcaccgc
atagcgcectg
agataaccgc
tgagcgcgga
tatcctcectg
gtagccacca
acgcctgttg
gtcgaagctg
cgaaaaatag
gccgggcagt
caaagcttta
ttgtagcgcece
ccgttctatg
ggggacaatc
gaatagcatc
ggtaagcgcg
agggaaatgg
cgccagacta
aatccgcgcet
taatttaccg
acaaacatcg
atgcccgcecg
atggcgtgat
tcacgcaggc
gccggaaagce
tggctggcgce
tgtcgcaacg
agcgtcaggce
tcgtecgecgt
agcttttgca
cgaatgatca
agatcacgtt
ctgaccacca
aacgctgcgce
ggcgcgcaat
atcccccectce

ccaggcgcgce
tcataaataa
cgcctgatga
tccagcaata
tgcccatgac
agcgectcegt
aatgcaatat
gtcgcaactt
tgccacaaca
gacttcccac
tttaaccctt
ataatagtcc
tttgctgata
gatagccgtt
ccgcecctcatce
ggcgtggaat
ccagccacaa
ccacgcccgce
tttgcggctc
aaggtatcgc
atccggcaat
tcatcatcgce
gatagctgag
atataaaaaa
tcaccgctgg
tgaatctggce
aacggcagaa
atgtccttgt
taaaccttca
aacagaccct
cacaaaatag
cagtccggca
catcgacatt
aaacaacagc
cagaccaacg
caggacaaaa
cacaatacgc
ggccagcgcece
cgggacaacc
ctgttcaagt
ggcaacggtc
gtggcctcgg
atacgggcga
tgggctattt
gcgagcggca
tccagccact
gcatcgccca
gcggcaacct
caacaacgta
tcgeccecccect
gcgcggacgg
ttcatgccge
cccggatagce
cgttaaagcg
cgcccgecac
tgtcgatcag
gctgcgecggt
cgtggcccat
cctgcattag
gagtgaataa
taataatgtg
aagcctgtaa
ttccggaagt
cgcacgccac
gaagcgcttt
aaaggcggcc
aacgatgcaa
cgcgecggac

catgcgtcag
gatcgatatc
tagcaatcat
gatagcgcgc
tcaaacactg
cgacgcgygcyg
cgctatcgat
gctggcgcag
cggccecttt
agccgttcge
taagtaccgg
ttacaggtga
acgcattaac
cggcaggctg
cagaagaata
atgcgecgcgce
cgtcgcggac
acgggtaatc
gcggctgatg
catccatcga
gatcagcagc
cagccacagc
tcgatcaagce
tcaccgceege
caggttcata
tttcegette
tcaccagcgce
acggtaatca
gcaatggcga
gtcgctccgg
gtcgccaaat
cggcaggcca
ccatttgcgc
acaaccgcgce
ccggtcecggat
ataaacgcgc
cgtaagcgca
cacactggcg
atcagcaata
ttcattctgce
gatcatcgtt
acatcattaa
accggccata
ccgcttccgg
ttttcgcgeg
ccgggcagcce
gggtaataaa
cgttccagac
cttcecgtcetg
tacgaccggc
ttatcaggtc
ctcctctacc
cgggttttct
cattttccat
cagcattaat
gatgtcgacc
catcatatga
aaaaacgact
ctgcacataa
cggacgcaag
caacgactga
tggcgtatcg
gaaggcgcga
aatgtttttt
tttcattttt
tggctttcca
ggaatgcccg
gctttggtaa
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gatctggccc
atggctggat
ctgagtgcgc
ctgtagcacc
aatgggctga
cgtgatttcc
atcagtataa
cgccagtagt
ttgcggacgce
gcccaccaaa
ctcattctga
aaatcaccct
acccgcgtaa
caataaccaa
aagagaaagc
ttaagcaagc
agcgccgtca
ccgatccagt
ctgaagataa
caccagcgcce
tcaatgcecct
aaaaacttgc
ccggtcatca
gccaagagag
taacggctga
gccgtctgaa
caccaccatc
cttgccgttt
caggaatctg
catggggatc
ccgccagcat
ttttccacac
caagcgtcgt
cgagaatcgc
gtgaacaact
cgcacagcgc
ccagtccata
gtaaaaagcc
gcgctgcagce
atactcccac
gacctcgtgg
ggcgcattcce
cactttcatc
cgcggtacaa
ggcggctatc
gattcgctgg
accgacctgt
cgcttctttce
ctcgccgaga
gggcgcatac
gggcgcgcect
gccatgttca
cccagcecegce
gagtcgccgt
ggcatcaaat
tccgaggtage
tcgagacagg
ttctccgttt
tcgttatggce
agttgtactt
atcgccacgt
atgtcgatac
aacaggtcgc
tcacaggtgt
actccttagce
gtaactcatc
catccagaca
tgaccacgtc

tggcgtaata
ataatgacat
cctgcgggat
agcgctcegg
tggcgaaaat
gcctccggcea
aaaatctgct
ccgegettge
aacaagccgc
ccggtaacag
taacgaaacc
gatacagttt
acaggagtcc
aacgcagcgt
gccacgttaa
taattaactg
ggctacgcca
acggcccaac
tcgttatcac
agagggatat
gccctacagg
gctgcggege
cggcgttgtt
ccctgaaggg
aaccagggtt
ccgceccatatt
gctaacaaca
ggttaactgg
tgtgaggcag
gggaaacgca
cgcgcacaga
cagataaccg
caggccaccg
caccaccccg
ccececgttacce
cagcagtacc
ccacaagcag
ctccatgata
cagtccactg
tgtttattga
agatggcgcec
agcaggccag
aacaccaggc
gaaataaccg
gcggcgaagg
agtaaaaaaa
ttacccgett
tcggcgeegt
tagtcgcgcea
agaatgtcca
ggcccggtac
gcgectggtg
tcagccacgg
cgtctgaagc
gtacgccggt
tttctacggce
cataagctgc
gtctgagcga
tgctcaacag
cacggacaat
cctgatatcc
cgtcacgctg
gatcgggaca
cgtgatagct
tgcggccagce
acccgtcaca
gggctgaact
ggcccggeac

cgtatacggc
gattgccctg
cgagaccagc
cgatagccac
gttgggcgtc
cccceccaaatt
gttcagggtc
tgtaatccag
tcaggttcat
gcgaaagcga
acaggtctga
gatatccagc
agccagcatc
ttgcgcacga
caggatttgc
cggaaacggt
gaacgtttca
agatatgcca
gccgaccaac
gcgcaatagc
cggcagaaca
aacgtgtgcc
tacctttgca
taaacagcag
tatactgcgg
caccgccatg
tcaacgtttt
tcataaatca
aaaatcccca
acgccaagct
aaaacggcga
acaaccgggc
tgcgccagca
ggcccgaaca
gacggaattt
ttctgatgat
ggtaaaaaca
tgcatcgcaa
aaagacaact
ccagaatggt
agcactgctce
cctgcgceccag
tatcatgctg
ccagcgattg
acgtgacgcc
tccaggtact
ccacctctgc
cagcgctcat
caatcgacag
gcgagccaag
ttaatgcgta
caaatgcgcg
cgtcgccgga
catatcatta
gacgccttcg
gccgacgcgce
gaatgcgtga
tggcatctgt
cggcacgccce
tttttcatat
ctgtgcggca
gcgaagcttg
ggacgccgcc
ggtgccaaaa
cagcgcgata
agcggcgtcg
ttttcctgat
tggtggtaaa

11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360



acgcggcgtt
accccagttc
ttttttccge
cgcgcggacce
gaagcggatg
ctgccgtttce
catctattac
gacgaccaca
ccacggataa
cgctggtgece
tatcatcagc
atctaccggt
tccggecggat
aaacgcgcgce
aaagtctgcce
gtcgctgagg
tgcgatactg
caccagctcc
cgccacgtta
gcacatcccg
ggttttataa
cattgcctgce
gtaatagtga
cacgctgcecg
ggaaaatggt
cagcaggagg
gcttttaacg
aacaggggaa
agtttccagt
gcatccagtt
tggccgatct
aacatctggt
aaagctaagg
tcggcgecta
gaaagcaggc
aacttgtcgt
ataagcgcgg
ggaataaatc
gcgagtctct
ggctttacgg
acccagaaaa
gtcgctaata
aatgaccgcg
gtgaatacgc
cagttgttcg
cgatacctcc
gacgccaggc
tacggagccg
cacgccegece
ttctgcctge
aactacctgc
cggcccggeg
ccttctgaca
gcggcgttaa
caagatgcgc
caccgggatg
cgcccataaa
tatcgatatt
gattacgctc
cgcttececegt
acagtgccag
gctcatcttt
acgggtagcc
cgatgccctt
tccgtgacca
tggctactgg
acggcgctga
gtaccgatgc

aaaatcagcg
gctgcagcegt
cagcccggca
aaaacgcctc
cgtcagattg
acaggcgcga
ccagcgagta
gcgcacctgce
ggtgtacgcg
gcccaccacce
ccatcctgaa
tcaaaatcca
ttcaccacgce
gccagatgec
tctcecggegg
ctgatatgac
gcggtcatcc
agcaccagtc
tgcceggecet
gttttgatca
ccgacgacga
gaaccggggce
cgcectgtte
ggccggatac
gttcgaattc
cgagctgaat
ccagcggatc
atggcgtatc
gcggtacggg
caggcagccg
cttccgttag
taacggtttt
tgtccaacgce
acattcctge
taatgacatg
tcactaacgg
tataagtggt
cctctteceeg
ttgccagcgce
tattcatggce
ttcccgacca
tccgctaacg
acaggcgtag
tgaacggaga
cgcgccggta
ggtacggtat
actacctgcc
tacagcgaga
gccatcagcet
gcggggcagt
gcctgttgca
ccgacgaacce
ggcgataaca
cgatgaaagc
cagcgcgcta
cagatggccc
caccgcatcg
gccgecaggca
gatagccgtc
tceegecececg
cgcccgtacc
catcaaggat
agtggatccg
tgcecececgege
tcgccacttt
tcaaccacat
tgccagggat
cataaaacag

ctgaacggcc
tgaatcacct
cgccagacgg
gctatctcgce
ctaagctgct
aggaggttat
cggttttctt
cctttaatgt
acgttcgccg
agcacatccc
cataggtcgt
tatcgccgag
caaccggcegt
cttcgcggcece
caacaatacg
agaagtcgtg
ccggaataag
ccgccatgcece
gcgccagcete
cctgcttate
ttteecgeege
caataccaat
tcgcagggtce
gctgccaacg
gcgtaacgct
aagccccggce
gagtttctgce
gcggcggceag
aagctcaggg
ctgcaaatca
ttcggcatcc
taccgccgtt
ggacatctca
caggtagcgc
ctgacctcgt
cgccaggaca
aaaagcctgce
cagtttttca
cacgccgcecyg
taaagtccgce
ggattagcgc
tgccgcgaac
ttgccggata
gataaatcgc
ctggcgtacg
attccacacc
agtcgatacc
catcgceegt
cgataatctg
aatccagcag
gcaggcggta
atacacagcg
aaaacaggat
tgaagctgta
tgaaggtttt
atcgcccagt
gctttccegg
aagcgctgac
acctgcaacg
acgtcaatca
gcctctttgg
caccactgca
ctcattttcc
gaccagttcc
gcgatggttce
gtcattcata
aatgcgaacc
cggatcgccg
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cacacagagc
ccgccacggg
ccagatcttt
aggcatcggc
ccggacgctg
ggctgaccat
ttagccaggce
cgcccgecag
catccagttg
cctcattcac
tttattacca
cgtagtcagc
ttgegegett
gcggctgcge
tttttcaatt
catcagcggc
gcgaacctct
gtaaataccg
aatcgceccgcece
gccggtaaag
ctgaagcgcc
tacgctcaac
tcgcctaaca
cccaccgttt
tcggcggtaa
tcceettttt
gcttcaagcet
ccaattcccg
aggtcattac
tcaacaggga
caccataacc
cgaagatcgg
ttgacatccg
gtcaaggcat
tcatcaatga
cgaacggcaa
cgggcggtat
ctggtaaagc
ggcgtcaggce
tgcataaagt
cgtcttacgg
ggtctgactt
accgccggcea
catcgacgtc
cccttccaga
cagctccgcec

acggcgagtt.

ttgcaaacgc
ctcaagatgc
ttcggtattg
gcctttaagc
tggatcaaat
tgttcggttt
cacagtccat
cctgcaagat
caatcagcgc
ttatggtcat
gattctcatc
aaggaaattg
ggtgactggc
tcattggcac
ttcatttcat
atcgccagat
cgcgcgattt
gctaactgct
tcaattccag
tgttcgatac
gaggccagca

gaaaatttct
cagtacgcgce
actgccggtce
aatactgcgce
ataacgactt
ttctgcataa
gaccatctgce
cgcttttecg
tcggcataac
agcgtgtaac
acgatgacca
catttttcct
ttactggcgg
gggttgtaaa
accggccacg
gcacccagca
acatccagct
gcgtcgecge
tggcagcegtt
gctttcacca
tcaatcgect
atcagtgtgc
attgtccctg
ttctgacgaa
aggttttaaa
tgagcgtgac
ggcgcegecag
ccaccacgcg
gcaaagagac
taaaaccgcg
ccacacgttg
acatgcgggc
ttgccgtggt
tggcececgece
cgaccaccgc
tgccggtege
tagcgaatcc
aggttaacgg
aaaacaacgc
cttgagtagt
atgccagcat
tccggccagg
atgagacgtt
tggtgactgg
cgggtaataa
gcagcgcecga
aactcctcgce
accaccgttt
agttcggcgce
atcagcgaac
gtgatcagct
gtctctgaca
gaaatagtgc
tcgacatgcg
aaaggtcatc
cgtcagatgt
tggcgcecttcg
aagcagccgt
cagcgccgcet
gcggtggagce
gttctcgecg
agtcggcegtt
tttcaccaat
ctcgcggcecc
cgaagctgac
cctgtgcgca
caaaatgcgc
ccacgatccc

ccaacgccga
gccagcaacg
gtcagtaaca
gccgtataga
aacaacacgc
ggatgcgatg
ccgtactcca

gctggcgtceg

gcgcgcecgeat
ctcgeggegt
gactggtcat
ctttcttacg
caagcaggtc
aacagataac
gggtcagcag
gcgaggeggce
tctgcttget
tgctaatcag
caatctctct
ggtgggtgta
ccatcgtcat
aactcctaaa
gcttaataac
gccagaaccg
aggcacgcgg
gctgccaatc
taatgtcgcet
ctggggcacc
gcagataagc
aatatcacac
atgactgacc
gttaagctgg
aatcaccgga
cgcatgaccg
cggatcgctg
gccgataaaa
gccatcgaag
cagcatcgcg
aatggattca
gatactcctt
cacgtacttt
tagccttata
ccgeccaccceg
cgaacgcctc
tgagactctg
gaaacgcgcet
cttgctcacg
ttcecegectt
tgtcgtagcg
cggcatagat
cgcgatcgcc
tggttttctt
ccecgecccca
ccgatgtgcg
accagacggc
ccgecgetge
ccggggagaa
agtgcggcag
tcaattgaga
tcaagtttcg
cgcagaaaaa
gaccgcactg
caccattaag
gcagcgggca
gcaacgaccg
cagatactgt
caccaggcgt
tttatcccga

15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18061
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440



€gggcggcaa
ccaaacgccg
atcgcttcca
gttagcattg
tatcaaaaga
gcatgactcg
cttcaatgtg
ccagcggcgce
tatggctatg
ccagcactat
tgctcatggt
cgtggttgcec
ccagcgatag
caataatgga
cttcgecette
gcaccgctga
gtccaatccece
cgctgtcgtt
cgccgcecatce
cgttcaggca
gacgtaatac
atcctttacg
tcaggcctce
gcctttacge
ctcecgeegeg
ttcaagcaaa
ctcctecggeg
ggcgcgcace
taatctttta
gcgtaacgca
gtcgaaatcg
gaaacggtaa
ctcaatggtt
acccgcaccg
gaatcgttcg
tgtccacacg
ccacacacgc
caatacgcag
gccagctcag
caatcgccecg
tgtaggccat
cgtcaacggt
gttgcgacgt
tcttccgtaa
tggtaaagat
gcgccagtac
cgccgccaat
acgtgattaa
taaaatccag
gccagccagt
aacgtgttgc
ttacgacagg
ccgcgcacta
taaccaaagc
tgatgaattt
tcecgegtaaa
gaaacgtctt
aaatgggctc
ccecgatgege
gatgagatgg
tttatccgta
ttccaggtat
ttcctgegee
tttcgtctceg
gatgacgagc
ccattctcac
gacgagggga
caggatcttg

tccatgacaa
gaaactgcgc
gcgcecgeagg
cagctcctta
aaacaggatg
caaacaaata
ctccattgcc
gcccagtaaa
ggtatgaaag
ctggcaaaat
gacgactgcc
cggcacgagt
cgagcgtttc
aatgccgcca
cggggcaaaa
ctcaatggta

caacgcgcca
caaatgccgt
cgtcatcaaa
gcaatctcgt
gcgtcgcaga
cgcctggcaa
gcttcggtgg
gctaaatgcg
atcccggegg
cccagccgta
tgtgtgtcga
atcacccgeg
cagctttctt
agaatgccaa
atctccacat
tggcgeggeg

tttacgcgt taccgtaccaa

gagcgtaacg
tttacgaatt
tagcgtgacg
catcagcgcg
taacgcttta
cggaggtgat
cctaacgcgg
ccgacaaagc
cggaacaggg
atagcgatat
acgcgcggat
ttaatgccegg
tcacaaagct
gcggtggtat
tcaggacgcg
tggggctgcet
cgccgcaatt
ggaaatatcg
ctcgccaaag
ttccgaccag
cgcccgccaa
tcgggcagga
gtatttttca
cgccagcggce
gttttctgca
atcgcgececg
cggtcgttca
catccagact
gccccatgcec
ccgcagcgcet
acgacctatc
cacccaggcg
gctgcaacat
ctgtctgcca
ccataacggc
tctcgecagg
gggtgagtcg
cccegeecget
tcgceccacgec
gctcaaggcc
gcgataatgt
cagagttgtt
tcagactaaa
ctcctgatga
tagaagaata
ggttgcattc
ctcaggcgca
gtaatggctg
cggattcagt
aattaatagg
ccatcctatg

cgggcaaaaa
gcggctatceg
cccgacggcg
gcgacttttg
ccgtggtgee
agagcaacgc
caaccgcggg
ctaccggtac
ccgtecggege
cgacggcggc
cgctgatata
acagcgccat
gctccagcege
gaataacccg
tttcgcgaat
ggatataatg
aacagcgcca
tccacggaaa
tagttatttg
gcgcaatttg
ccactcaggc
agatagttcg
tgtttgtagce
gcgccgecga
accgtttcca
acgatccagg
acctcctgeg
tcgacgctcc
acgccccagg
ttatcgecgg
cagcgtaccg
atacaccagg
ttccggacgce
gccgcecagte
gggtgtttcg
cgccgcecaat
cttacccatt
atcctccaga
gcgctgatgce
gcgattaaat
cgggcaatca
tctgaaacat
ctggctgacyg
tgcatggtta
tcctgattca
gattcctgtt
atcacgaatg
gcctgttgaa
cgtcactcat
ttgtattgat
gaactgcctce
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atatccgege
ttaccgcectg
tgccgtccag
cgacgggacg
caggcggcegt
gatggttata
tatcgcaatc
cgaccagcgt
cgattttgat
ccgcctctte
cgcccatttg
ttaatcctga
ccgacatcgg
gccgcgagtt
cggccccacg
tacgattgat
taccttcgee
tcagcattcc
cctgctggcece
tgacgatgga
ccgccgeegt
agaccggcecgce
attgacgata
gaaatggcta
gcccaccacg
attaccgaaa
cattgaacgg
acagcgacac
cgtggtatcg
atcggcagag
cttgataatg
aatgtcgcta
catactgtcg
gcgccagggt
tatcgcgctg
ggccaccgag
ggctactgtg
gacacagtcc
ctacgtcgtc
ccaccattga
gaaagaggaa
ccacggegeg
agagttttat
cggcgtggge
agccaaacca
tcgcceegac
gacaatagcg
gatggggcca
caagaatcgt
tgggcgaaat
cattcctgta
gggataaaat
agcgttggcet
ttgctgtgac
gtgctccccea
gcecgccecgcea
tccaacatgg
ggtgcgacaa
ggcaaaggta
gaatttatgc
ctcaccactg
ggtgaaaata
tgtaattgtce
aataacggtt
caagtctgga
ggtgatttct
gttggacgag
ggtgagtttt

ccagcgtaaa
ccagcgcatc
cgggccccat
attactgccg
tttggtaaaa
gatatgccceg
gctgaccagg
ttccatgcecge
caattttcca
aatcatgtag
ttcgcgaaca
cgcccgtttg
cgtcacaatg
atacgttttt
cgccgggcect
ggcggcgcete
gccagtgagc
gtgcgtggca
ttcaatgtgc
gacctgatga
cgcgcaggaa
gtcaaaagaa
gcggcagcca
tgggtgagtg
ccgctcaccg
acaaagagct
gtaatcccct
tcgeccgceccaa
gtataaataa
aaccacaaaa
gcctcatgga
ataatggtga
tcctcaggece
tgaagcgacc
cgcgtcgect
ctggattcct
gttataacgg
tgccgcaatg
catacgggcg
atccagggta
aaagagcggc
attgatctgc
tcggctttcce
cagagagcgt
ggggtgaatc
aaccacaacc
acgcacaata
gtgttgaggg
cataatacgc
ggacgtgcag
acacgcggcece
ctgagtagtg
gcatagcctg
cggggataat
gatacatcag
atatgagcca
atgctgattt
tctatcgatt
gcgttgccaa
ctcttccgac
cgatcccagg
ttgttgatgc
cttttaacag
tggttgatgc
aagaaatgca
cacttgataa
tcggaatcgce
ctecttcatt

tcgttcgecg
ggcgtggtct
tcccacgacce
agaatatggt
cgcagcatct
aagccatatg
gtgagtaact
gcatcggcaa
ggatgaccca
ccgacaaaat
aaccgttcgce
atctccagtt
ccggtagtgc
tgcgcccgeg
atcgcttcge
ccgagcggcea
gtaatctcac
tccacgtcat
ggcgactcca
atcagatgtt
ccggtggtat
agctcgctca
cgttactgcece
cctctttgga
tcacgttatg
tgtttttctce
gcgtttgtge
acgtcgccag
tgcacggatg
tgtccageca
gcggactggc
aactgttggc
acgccagata
cacatcaatc
atccagggct
aaggcgccgg
tcacgccagce
cccagcaaca
ctgaccatac
ttgacggctt
gcgataatgce
gctggctgaa
gcaaggtcgt
ccggeccageg
cgctgcgcecca
cacattacgc
cgctgcacaa
tcgcecgatga
gctcgcegece
atagctggca
atcgcgaacc
aaattcatgg
cgcctcacaa
attcgccatc
accaccacac
tattcaacgg
atatgggtat
gtatgggaag
tgatgttaca
catcaagcat
gaaaacagca
gctggcagtg
cgatcgcgta
gagtgatttt
taagctattg
ccttattttt
agaccgatac
acagaaacgg

19500
19560
19620
19680
19740
138800
19860
19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500 -
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520



ctttttcaaa
ctcgatgagt
tagtgggcgt
aagtgctgaa
agtaggatga
tcgacgccecat
cgcatttgtt
ttacgggacg
actttaaacg
accgtggttt
gccattaccc
ttcgactgta
gcaggtcttc
tttacggggt
accacaaatg
aattaataat

<210> 2
<211> 30
<212> DNA
<213>
<223>

<400> 2

Primer

aatatggtat
ttttctaagg
cgctagtgac
atcccataac
ccgggcaace
agccgtcata
cgcaaaataa
ccacgccaca
gctgtacgcg
tgccgcaacc
tgatcctgtt
cgcgtctteg
tggcttageg
cgtcagcatc
tggcaaacct
gtgctacgtt

1 - Gene

tgataatcct
cagtgagcaa
gcgattcaca
ggtagccgca
aagctgtttg
caaccccatg
ggcgttgaga
gatagcggta
cagcgcgcgt
gcttcctgtg
cagggtggta
caacccactt
tcectectege
acagcagcgg
gttggtttac
ttacatttct

Sequéncia Artificial

cob$S

gagatctaga acgaatctgc tgtttgcgct

<210> 3
<211> 28
<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<223>

<400> 3~

Primer 4 - Gene cob$S

agtctagaac agacccagca gaaagatc

<210> 4
<211> 28
<212> DNA
<213>

<223>

<400> 4

Sequéncia Artificial

Primer 1 - Gene cbiA

catctagaaa ggcatcacgc atttattc

<210> 5
<211> 28
<212> DNA
<213>

<223>

<400> 5

Sequéncia Artificial

Primer 4 - Gene cbiA

tgtctagaca gccagtgctg caacattt
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gatatgaata
taatgttcaa
atcacgccecg
agcgacgttg
gccatcgcgg
accccttcaa
acaggaggag
tgccagcegg
ttttgcagca
cctgcaagaa
ggggtataca
cccaccgaag
ccgtecttec
gggctgcggg
gttatggctg
gtgagca

aattgcagtt
tggcattttt
cgaggttgag
aaacagcectt
ctgtgctgca
tgacagcgat
gaagcatgaa
tatcaaggta
gcctcaacaa
taaatgcgtg
ggtacgcgca
ttgttggtta
caatcttgcg
ggattttcac
tacggcacac

tcatttgatg
gaggagctga
ggtcgggtcg
gccgtccacc
gtaattgggg
atccgectge
actgtcaaga
atctggccca
accaagcgtc
atgccttgcece
tgttcagtct
tcaccgacag
atcagtggtc
ccecttecct
ccataacgac

23580
23640
23700
23760
23820

123880

23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24457

30

28

28

28
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REIVINDICAGOES

1. Cepa bacteriana modificada caracterizada pelo

fato de ser identificada pela SEQ. ID No. 1.
2. Cepa bacteriana modificada, de acordo com a

reivindicagdo 1, caracterizada pelo fato de ser defectiva

quanto aos genes cobS e cbiA.
3. Cepa bacteriana modificada, de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de ser atenuada

devido a delegdo de ambos os genes cobS e cbiA.
4. Cepa bacteriana modificada, de acordo com a

reivindicagdo 3, caracterizada pelo fato da delecdo ocorrer

em um gene na parte I do Operon cob, onde o cbiA esté
localizado e um gene na parte III do dperon cob.
5. Cepa bacteriana modificada, de acordo com a

reivindicagdo 2, caracterizada pelo fato dos genes serem

assocliados a producdo de cobalamina em ambiente anaerdbico.
6. Cepa Dbacteriana modificada, de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de ser preparada

por conjugacdo e transducgédo.
7. Cepa bacteriana modificada, de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de ter sido

preparada a partir de Salmonella enterica sorovar Gallinarum.
8. Cepa bacteriana modificada, de acordo com a

reivindicacdo 3, caracterizada pelo fato dos primers para

deteccdo da delecdo nos genes cobS serem os primer 1 (SEQ.
ID No. 2) e primer 2 (SEQ. ID No. 3).
9. Cepa bacteriana modificada, de acordo com a

reivindicagdo 3, caracterizada pelo fato dos primers para

deteccdo da delecdo nos genes cbiA serem os primer 1 (SEQ.

ID No. 4) e primer 2 (SEQ. ID No. 5).
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10. Cepa bacteriana modificada, de acordo com a

reivindicacéo 1, caracterizada pelo fato de ser

impossibilitada de ser excretada nas fezes.
11. Cepa bacteriana modificada, de acordo com a

reivindicacéao 1, caracterizada pelo fato de ser

incapacitada de infectar humanos.

12. Cepa bacteriana modificada caracterizada pelo

fato de ser conforme a amostra CECT 7632.
13. Uso da <cepa bacteriana modificada conforme
definida em qualquer uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5,

6, 7, 8, 9, 10 ou 11, caracterizado pelo fato de ser para

produzir uma vacina para induzir protecdo em aves contra a

infecgdo pela cepa hombéloga natural e cepa de Salmonella

Enteritidis.
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FIGURA 1
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CEPA BACTERIANA MODIFICADA E USO DA MESMA

A presente invengdo refere-se a um  mutante de
Salmonella Gallinarum defectivo quanto ‘aos genes CobS e
CbiA (SGCobSCbiA), associados a produgao de cobalamina pela
bactéria em condigbes anaerdbicas para uso comb vacinas. A
presehfe invengdo refere-se, ainda, ao uso da referida cepa
mutante de Salmonella Gallinarum para induzir protegdo em
aves contra a infecgdo pela cepa homdéloga natural e cepa de

Salmonella Enteritidis através de uma vacina.
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