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RESUMO

A patogenia de Salmonella abrange diferentes fatores, como os genes plasmidiais, que por
serem mecanismos genéeticos moveis podem aumentar a diversidade genética bacteriana
contribuindo para a modificagdo de viruléncia e adaptacdo aos hospedeiros. O presente
trabalho foi desenvolvido para detectar a presenca dos genes spvC e prot6E de viruléncia em
diferentes sorovares de Salmonella enterica circulantes na regido metropolitana de Goiania e
verificar a capacidade dos sorovares com 0 genes de expressar sua patogenicidade em ovos
embrionados, neonatos e poedeiras e causar contaminagdo em ovos de consumo em modelos
experimentais. No experimento 1, isolados de Salmonella Enteritidis, Gallinarum, Heidelberg,
Infantis, Schwarzengrund e Typhimurium foram obtidas de amostras de 6rgdos de aves
doentes, ovos e de meio ambiente da cadeia avicola e foram submetidas a PCR em tempo real
para investigar a presenca dos genes spvC e prot6E. Dos 47 isolados, 15 (31,9%) foram
positivos para o gene spvC e cinco (10,6%) para o gene prot6E. Conclui-se que Salmonella
Enteritidis, Typhimurium e Gallinarum, isolados de aves e de ovos contém os genes spvC. O
gene prot6E € detectado nos sorovares Salmonella Enteritidis, Heidelberg e Typhimurium
oriundos de amostras de ovos. E os sorovares de Salmonella Heidelberg, Infantis,
Schwarzengrund e Typhimurium oriundas de amostras ambientais ndo apresentam 0s genes
plasmidiais spvC e prot6E. No experimento 2, dois isolados de Salmonella Gallinarum, um
positivo e outro negativo para o gene spvC, foram inoculados em ovos embrionados e
neonatos de aves de postura para investigar se a presenca do gene spvC, no sorovar
Gallinarum, é capaz de determinar mortalidade embrionéria, afetar a qualidade do neonato e
do pinto, os parametros de producéo e causar doenca sistémica em aves jovens. Foi observada
alta mortalidade dos grupos inoculados com Salmonella Gallinarum via alantéide com um e
14 dias de incubacdo, independente da presenca do gene spvC. N&o foi observada mortalidade
embrionaria, alteracbes na relacdo peso neonato/peso ovo e alteragbes na qualidade do
neonato para as aves inoculadas via camara de ar com 19 dias. Salmonella Gallinarum sem e
com o gene spvC foi recuperada do coracdo, baco, figado e ceco das aves inoculadas via
camara de ar, enquanto para o grupo inoculado via oral, o patégeno sem o gene foi recuperado
apenas no ceco e o0 patdgeno com o gene foi recuperado no baco e ceco. A inoculacdo de
Salmonella levou a diminui¢do do ganho de peso e alteracdo na biometria do coragédo e
intestino. Conclui-se que Salmonella Gallinarum é capaz de causar mortalidade embrionaria
em embriBes inoculados com um e 14 dias na cavidade alantoide. A presenca do gene spvC
em Salmonella Gallinarum ndo afeta a mortalidade embrionaria, os parametros de incubacéo e
a disseminacdo sistémica para aves inoculadas na camara de ar. Para as aves inoculadas pela
via oral, a presenca do gene spvC determina infeccdo entérica e sistémica, enquanto o isolado
sem 0 gene permanece restrito ao ceco. No experimento 3, o isolado de Salmonella
Heidelberg positivo para o gene prot6E no experimento 1, foi inoculado em poedeiras nas
vias oral, intravaginal e intravenosa, com o intuito de investigar a sua habilidade de causar
doenca clinica, contaminagdo dos ovos e do trato gastrointestinal. O patdgeno foi isolado
apenas com 12 horas apés a inoculacdo nas excretas em 33% das aves inoculadas via oral e
66% das aves inoculadas via intravaginal. Nos ovos, o patogeno foi isolado com 24 e 48
horas, sete e 15 dias. Conclui-se que a presenca do gene prot6E em Salmonella Heidelberg
ndo é suficiente para causar salmonelose clinica em aves poedeiras, mas determina
contaminacdo dos ovos e do trato gastrointestinal de galinhas, independente da via de
inoculacgéo, oral, intravaginal e intravenosa.

Palavras-chave: Genes de viruléncia, ovos, postura, sorovares.
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DETECTION OF spvC AND prot6E GENES AND EVALUATION OF THE INFECTIVITY
OF Salmonella sp. IN LAYING HENS
ABSTRACT

The pathogenesis of Salmonella includes different factors, such as plasmidial genes, which
because they are mobile genetic mechanisms can increase the bacterial genetic diversity
contributing to the modification of virulence and adaptation to the hosts. The present work
was developed to detect the presence of the virulence genes spvC and prot6E in different
serovars of Salmonella enteric present in the metropolitan region of Goiania and to verify the
ability of these serovars to express their pathogenicity in embryonated eggs, neonates and
laying hens and to cause contamination in eggs in experimental models. In Experiment 1,
isolates of Salmonella Enteritidis, Gallinarum, Heidelberg, Infantis, Schwarzengrund and
Typhimurium were obtained from organs of sick bird, eggs and environment of poultry chain
and were investigated the presence of spvC and prot6E genes by real-time PCR. Of the 47
isolates, 15 (31.9%) were positive for the spvC gene and five (10.6%) for the prot6E gene. It
is concluded that Salmonella Enteritidis, Typhimurium and Gallinarum, isolated from the bird
and eggs contain the spvC genes. The prot6E gene was detected in the serovars Salmonella
Enteritidis, Heidelberg and Typhimurium from egg samples. The serovars of Salmonella
Heidelberg, Infantis, Schwarzengrund and Typhimurium from environmental samples do not
have the plasmid genes spvC and prot6E. In experiment 2, two isolates of Salmonella
Gallinarum, one positive and one negative for the spvC gene, were inoculated into embryos
and neonates of laying birds to investigate whether the presence of the spvC gene in the
Gallinarum serovar is able to determine embryonic mortality, affect the quality of the neonate
and chick, production parameters and cause systemic disease in young birds. It was observed
high mortality of the groups inoculated with Salmonella Gallinarum in alantoid route with one
and 14 days of incubation, independent of the presence of the spvC gene. No embryonic
mortality, changes in neonatal weight / egg weight and changes in neonatal quality were
observed for birds inoculated through a 19-day in air chamber. Salmonella Gallinarum
without and with the spvC gene was recovered from the heart, spleen, liver and ceca of birds
inoculated in the air chamber, whereas for the oral inoculated group, the pathogen without the
gene was recovered only in the ceca and the pathogen with the gene was recovered from
spleen and cecum. Salmonella inoculation led to decreased weight gain and altered biometry
of the heart and intestine. It is concluded that Salmonella Gallinarum is capable of causing
embryonic mortality in embryos inoculated with one and 14 days in the allantoic cavity. The
presence of the spvC gene in Salmonella Gallinarum does not affect embryo mortality,
incubation parameters and systemic dissemination for birds inoculated in the air chamber. For
birds inoculated by the oral route, the presence of the spvC gene determines enteric and
systemic infection, whereas the isolate without the gene remains restricted to the cecum. In
Experiment 3, the Salmonella Heidelberg isolate positive for the prot6E gene in experiment 1
was inoculated in laying hens in the oral, intravaginal and intravenous routes in order to
investigate their ability to cause clinical disease, egg and gastrointestinal tract contamination.
The pathogen was isolated in the excreta, only 12 hours after inoculation in 33% of the birds
inoculated from oral route and 66% of the birds inoculated intravaginal route. In the eggs, the
pathogen was isolated at 24 and 48 hours, seven and 15 days. It is concluded that the presence
of the prot6E gene in Salmonella Heidelberg is not sufficient to cause clinical salmonellosis
in laying hens, but it determines contamination of the eggs and the gastrointestinal tract of
chickens, regardless of the route of inoculation, oral, intravaginal and intravenous.

Keywords: Eggs, laying hens, Salmonella, virulence genes.



CAPITULO 1. CONSIDERACOES INICIAIS

1. INTRODUCAO

Os ovos sdo considerados alimentos completos e avaliados como a fonte mais
barata de proteina de origem animal para o homem!. Apesar disso, ao se ponderar o custo-
beneficio do alimento, observa-se que o interesse e a atragdo dos consumidores pelo produto
ainda sofre influéncia da ndo confiabilidade na sua qualidade fisica, quimica, e principalmente
microbiologica, tendo em vista que, os produtos avicolas, ovos e carne de frango, sdo 0s
alimentos de origem animal mais incriminados como veiculo nas salmoneloses pelas doengas
veiculadas por alimentos (DVA)2.

Salmonella é o agente bacteriano de maior ocorréncia em surtos de infeccao
alimentar em humanos no mundo®. No Brasil, o Ministério da Salde relatou a ocorréncia de
12.503 surtos de DVAs no periodo entre 2000 a 2017, com 30% dos surtos causados por
Salmonella e 7,36% destes foram associados aos ovos e produtos a base de ovos como fonte
de infeccéo®.

Os sorovares de Salmonella podem compor a microbiota intestinal das galinhas de
postura sem determinar sinais clinicos, possibilitando a postura de ovos contaminados que
ndo apresentam alteracBes organolépticas, tais como alteracGes de cor, cheiro e sabor,
impedindo a rejeicdo pelo consumidor e constituindo uma ameaca a satide do homem?®.

Os mecanismos de interacdo desse patdgeno com seus hospedeiros sdo complexos
e sua patogenia abrange diversos fatores de viruléncia envolvidos no processo infeccioso®. Os
genes de viruléncia sdo os agentes mais estudados neste processo, sendo que supressao de um
deles pode reduzir ou até inibir a viruléncia’, diminuindo assim, a probabilidade dos sorovares
de Salmonella de persistirem na cadeia avicola®.

A melhor compreensdo dos fatores de viruléncia da bactéria e da sua associacao
aos mecanismos de defesa das aves e dos ovos possibilita a elaboracdo de medidas de
controle, diagnostico e vigilancia, e consequentemente, a reducdo de surtos de infecgédo
alimentar pelo consumo de ovos e ovoprodutos contaminados com Salmonella®2°.

Desta maneira, o presente trabalho foi desenvolvido para detectar os genes spvC e
prot6E de viruléncia em diferentes sorovares de Salmonella enterica circulantes na regido
metropolitana de Goiania, além de verificar a capacidade dos sorovares de expressar sua
patogenicidade em ovos embrionados e poedeiras, bem como avaliar sua capacidade de

sobrevivéncia e multiplicacdo em ovos de consumo em modelos experimentais.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Salmonella enterica

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e sdo caracterizadas
como bacilos pequenos, Gram-negativos, desprovidos de capsula, aerobios ou anaerdbios
facultativos e ndo formadores de esporos. Mesofilas crescem entre 5°C e 45°C, mas com a
temperatura 6tima de crescimento entre 37°C a 40°C e pH ideal de 7, mas crescem em pH
entre 4 a 9,5. A maioria € movel, apresenta flagelos peritriquios, com excecdo de Salmonella
Gallinarum e Salmonella Pullorum®?,

O género Salmonella é composto por duas espécies, classificadas de acordo com
caracteristicas bioquimicas, Salmonella enterica e Salmonella bongori'2. Possuem
aproximadamente 2.659 sorovares ja identificados, destes apenas 23 pertencem a S. bongori.
S. enterica é subdividida em seis subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae,
houtenae e indical®. A subespécie enterica apresenta a maioria dos sorovares identificados,
com 1586 e esta associada a 99% das infeccdes em humanos e animais®.

Embora, tanto a identificacdo como a classificacdo de Salmonella sejam
complexas estas se baseiam principalmente na detecgdo soroldgica dos antigenos'®, seguindo
0 esquema de Kaufmann-White. Este esquema classifica a bactéria em tipos soroldgicos
baseados na diversidade dos anticorpos especificos para estruturas antigénicas que sdo 0s
antigenos somaticos (O) presentes na parede celular, antigenos flagelares (H), presentes nos
flagelos, antigenos capsulares (Vi), presentes no envelope celular®.

A variacdo genética dos sorovares de Salmonella é responsavel pela codificacao
das estruturas como os lipopolissacarideo (LPS), flagelos e fimbrias e também pela expressao
de genes de viruléncia especificos. O polimorfismo genético pode promover a variacao
antigénica que resulta em expressdo, ou ndo, das estruturas de superficie'®. No entanto,
sorovares de Salmonella enterica possuem semelhancas na organizacdo linear e sequéncias
dos genomas, com homologia de sequéncias das regides conservadas correspondente de 96 a
999%?7,

Além disso, os sorovares também podem diferir um do outro pela especificidade
do hospedeiro e apresentarem caracteristicas clinicas e epidemioldgicas, as quais permitem
ser caracterizadas em trés grupos: Sorovar altamente adaptado ao homem, como Salmonella
Typhi e Paratyphi A, B e C. Sorovar altamente adaptado a espécie animal, como Salmonella
Dublin (bovinos), Choleraesuis (suinos) e Pullorum e Gallinarum (aves). Sorovares sem
predilecdo por espécie, conhecidos como paratificos, podem afetar tanto homem quanto

animais, sendo considerados zoon6ticos, como Salmonella Enteritidis e Typhimurium?%28,



Os fatores envolvidos na patogénese de Salmonella enterica sé&o complexos e
estdo associados com a genética da bactéria, expressdo dos fatores genéticos, o estado imune
do hospedeiro, especificidade do patdgeno, o ambiente de acometimento e interacdes com a
microbiota intestinal*®. Dependendo desses fatores, a bactéria Salmonella pode causar doenca
mesmo em doses baixas, principalmente em hospedeiros suscetiveis como criancgas, idosos e
pessoas imunossuprimidas?®, aspecto preocupante para saide piblica e para os 6rgdos
mundiais de saude.

Nos Estados Unidos, Scharff (2012)?! estimou que apenas um a cada 20 mil
(0,005%) ovos estdo contaminados com Salmonella. Porém, ao se considerar a alta producéo,
que atinge patamares de 70 bilhGes de ovos por ano no pais, pode-se sugerir a entrada no
mercado consumidor de 3,5 milhGes de ovos contaminados. Além disso, 0s consumidores néo
conseguem discernir entre 0os ovos contaminados e ndo contaminados no momento da
aquisicdo desses produtos??. Por isso, no intuito de diminuir a incidéncia de casos de
salmonelose em humanos, sdo realizadas pesquisas tanto nas aves de postura, para monitorar a
prevaléncia da bactéria na criacdo avicola, quanto nos ovos de consumo.

Estas pesquisas tém focado, cada vez mais, no uso de tecnologias que diminuam o
tempo de diagnostico e aumentem a precisdo dos resultados. Como a pesquisa realizada em
ovos provenientes de supermercados e feiras da regido de Goiania, que das 387 amostras
analisadas de casca, albimen e gema, de ovos de mesa, 21 amostras (5,4%) foram positivas
para Salmonella pela técnica de bacteriologia convencional e 62 (16%) pela técnica de PCR
em tempo real?, mostrando a importancia da monitoria dos ovos de consumo.

Essa monitoria também deve ser realizada nas criacbes de poedeiras, pois a
entrada da Salmonella nas criacGes de aves de postura pode ocorrer de forma vertical, via
matrizes, ou no incubatdrio, por meio de contaminacdo cruzada, infectando o ovo embrionado
e de forma horizontal, principalmente pela ingestdo da bactéria no meio ambiente
contaminado. Os ovos, por sua vez, podem ser contaminados por transmissao vertical, em que
a bactéria se incorpora ao ovo durante sua passagem pelos 6rgdos do sistema reprodutor ou
por transmissdo horizontal pos-postura, que ocorre quando o ovo ja formado entra em contato
com as fezes, durante sua passagem pela cloaca ou presentes no ambiente®*.

Cada uma das estruturas dos ovos, gema, albumen, membranas e casca, sdo
formadas em uma porcdo do sistema reprodutor das aves. No ovario sdo produzidos os
foliculos ovarianos, que sdo captados pelo infundibulo, passam para 0 magno no qual ocorre a
deposicdo do albumen, para o istmo no qual sdo formadas as membranas internas e externas

da casca, pelo utero no qual ocorre a deposicdo da casca e pela vagina para ser expelido.



Assim, a contaminacao das estruturas dos ovos também pode estar relacionada com a infecgéo
por Salmonella na regido do trato reprodutor em que a estrutura é formada. Ou seja, foliculo
ovariano infectado contamina gema, infundibulo contamina a membrana vitelina, magno

contamina alblmen, istmo contamina membrana da casca e Utero infectado contamina casca

como demonstrado na Figura 1%°.
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FIGURA 1 — Esquema representativo da contaminagao de ovos por Salmonella

Fonte: Adaptado de Gantois et al. (2009)%
No entanto, para causar infeccdo nas aves e contaminacdo dos ovos, 0S sorovares

de Salmonella precisam apresentar fatores de viruléncia que sdo necessarios para as diferentes
etapas do processo infeccioso: adesdo, invasao, disseminacdo e resisténcia aos mecanismos de
defesa das aves e também dos ovos?’, dentre esses fatores destacam-se os genes de viruléncia.

2.2 Genes de viruléncia de Salmonella
Os genes sdo segmentos de DNA, organizados em arranjo linear dentro do
cromossomo (locus genético). Bactérias possuem em média 500 genes que compdem o DNA.
Estes genes codificam produtos funcionais, possuem funcdes especificas e podem ou néo

serem expre53052



Os genes de viruléncia estdo contidos em elementos genéticos que fazem parte de
regides especificas dos microrganismos como 0 cromossomo, nas chamadas ilhas de
patogenicidade e na superficie estrutural como as fimbrias, ou em elementos genéticos mdveis
como os plasmideos®®, que sdo segmentos de DNA extracromossomal, a maioria de forma

circular com tamanho variavel, variando de 50 a 100kd®. (Figura 2)3!.

Cromossomo

Plasmideo
de viruléncia

FIGURA 2 - Representacdo esquematica do cromossomo de Salmonella enterica.
Ilhas de patogenicidade (SPI), plasmideo e genes de viruléncia.
Fonte: Adaptado de Marcus et al. (2000)3!

A presenca ou auséncia de determinados plasmideos levanta questdes sobre o que
leva a bactéria a manté-los como parte do genoma e as suas fungdes bioldgicas®. Alguns
genes sd0 necessarios para a sobrevivéncia, por isso codificam proteinas responsaveis pela
respiracdo, locomocdo e nutricdo. Enquanto, outros possuem a funcdo de determinar
vantagem evolutiva e competitiva e por isso estdo relacionados com a invasédo e resisténcia
frente aos fatores adversos, como substancias antimicrobianas®. Além disso, a aquisicio de
elementos genéticos moveis confere diversidade a Salmonella enterica®, o que pode levar ao
aumento da viruléncia e adaptacdo a novos hospedeiros®-3, -

Os plasmideos estdo presentes em diversos sorovares, podem carrear informacdes
genéticas e possuem a capacidade de codificar fatores de viruléncia mediante seus genes de

viruléncia®%?’,

2.2.1 Genes plasmidiais de viruléncia
Os genes plasmidiais estdo contidos nos plasmideos, sendo que, varios sorovares
de Salmonella abriga um plasmideo de alta massa molecular, chamado de spv (Salmonella

plasmid virulence) que codifica um grupo de genes de viruléncia composto por cinco genes



spvRABCD?. Estes genes sdo considerados conservados e estaveis, 0 que sugere que eles
desempenhem um papel fundamental na expresséo da viruléncia no processo infeccioso e
auxiliem na sobrevivéncia a diferentes selecdes e ambientes intra e extracelulares®,

As funcdes dos genes plasmidiais do spv estdo mais relacionadas a capacidade de
auxiliar no crescimento, sobrevivéncia e multiplicacio da bactéria®” e sdo considerados como
essenciais para a bactéria multiplicar e sobreviver em estagios intracelulares da infecgio3® 4.
Além disso, estes genes estdo relacionados a capacidade de invasao nas células do figado de
frango, nas células do oviduto de poedeiras e pode levar a0 aumento de 40 a 100% da

mortalidade*!4243

a) Gene plasmidial spvC

Especificamente, o gene spvC é considerado essencial para a sobrevivéncia
intracelular®, apontado como um dos principais genes de viruléncia de Salmonella®’ e tem
sido relacionado como responsavel por infecgdo sistémica em estudos experimentais*#®. No
mais, também é conhecido por codificar os principais fatores para a viruléncia mediada por
plasmideos em alguns sorovares de Salmonella®’.

Além disso, 0 gene esta envolvido na regulacdo da liberacdo de citocinas, no
crescimento da bactéria nas células infectadas e na proliferacdo de Salmonella no sistema
reticuloendotelial*®*®%° e aumenta a possibilidade de sobrevivéncia da bactéria fora do
intestino®. Ainda, spvC também esta relacionado ao bloqueio da funcdo pro-inflamatoria da
resposta imune, o que leva a supressdo do sistema imune do hospedeiro®”>*.,

Em suma, o plasmideo spv e, especificamente, o gene spvC estdo associados a
diversas funcdes em Salmonella e estdo presentes em varios sorovares como Gallinarum®252,
Enteritidis®, Typhimurium®® e até mesmo em sorovares menos comuns como Infantis?®.

Entretanto, nem todos os genes plasmidiais de viruléncia apresentam funcdes tdo
amplas e/ou estéo presentes em diversos sorovares de Salmonella. Alguns apresentam funcdes

mais especificas e sdo exclusivos a determinados sorovares, como o gene plasmidial prot6E.

b) Gene plasmidial prot6E

O gene prot6E apresenta fungdes de viruléncia mais especificas e € amplamente
relatado em Salmonella Enteritidis. Sabe-se que este sorovar é o0 mais frequentemente
relacionado a contaminacdo dos ovos™ e que possui tropismo pelos tecidos do sistema
reprodutor das aves®®, sendo considerado uma importante ameaca para a salde publica no

mundo todo®’.



Dentre os fatores que aumentam a capacidade adaptativa de Salmonella Enteritidis
ao sistema reprodutor das aves e aos ovos estd o gene prot6E®. Este gene plasmidial esta
localizado em um plasmideo de viruléncia da 60kd, possui funcdes especificas relacionadas
aos Orgdos reprodutores das aves, como colonizacdo do oviduto e interacdo com o0s
componentes do albimen do ovo®,

Embora o papel desse gene ainda néo esteja totalmente esclarecido®®, sabe-se que
essa melhor interacdo com a albumina presente no oviduto das aves e no ovo se deve a
expressdo de fimbrias de superficie que facilitam a colonizacdo do sistema reprodutor das
aves e contaminagdo dos ovos®©06!,

No entanto, considerando que segundo Hu et al. (2019)°" poucos estudos foram
publicados descrevendo a extensdo de variacdo genética e dos efeitos dessas possiveis
variacdes sobre as estruturas de proteinas resultantes do gene prot6E e considerando que 0s
genes plasmidiais sdo moveis o que possibilita trocas entre bactérias, que levam a alteragdo na
viruléncia e possiveis adaptacdes a novos nichos ambientais e/ou hospedeiros®. Apesar de
ainda ndo haver plena elucidacdo da capacidade dos sorovares de burlar os mecanismos de
defesa dos hospedeiros e 0 que leva a sua permanéncia na cadeia produtiva até atingir o

consumidor final.

2.3 Mecanismos de defesa das aves e dos ovos

a) Mecanismos de defesa das aves

A resposta imune pode ser dividida em resposta imune inata, que representa a
primeira linha de defesa e envolve a participacdo de células fagociticas, sistema complemento
e anticorpos naturais e células ndo linfoides. E em resposta imune ativa ou adaptativa, que
resulta na cooperacdo entre os linfécitos T e B, células apresentadoras de antigenos e
anticorpos especificos, e apresenta especificidade e memoria imunologica®?%2,

A bactéria precisa burlar o sistema imune das aves, que incluem barreiras fisicas,
guimicas e bioldgicas, como a pele, citocinas, peptideos antimicrobianos, componentes do
sistema complemento, células sanguinea como os linfocitos, macréfagos, heterofilos e células
dentriticas, e os 6rgdos do sistema linfoide®?,

A fagocitose ocorre por meio de receptores que reconhecem padrdes presentes na
superficie da membrana, ou por opsonizagdo dos microrganismos por anticorpos ou sistema
complemento. A fagocitose e a apresentacdo do antigeno relacionam as respostas inata e

adaptativa, resultando na eliminagio ou neutralizacio do patdgeno®.



Além disso, o sistema reprodutivo das aves é considerado um ambiente hostil para
0 desenvolvimento bacteriano, por apresentar componentes antimicrobianos tais como a
lisozima, que séo proteinas que danificam a parede celular das bactérias e condicGes de
limitacdo nutricional®, o que desencadeia a necessidade da expressdo de genes que possam
burlar os fatores estressantes.

Os mecanismos que burlam o sistema de defesa do hospedeiro e os eventos
mutacionais que possibilitam a adaptacdo, frente ao estresse metabolico, oxidativo ou por
temperatura, sdo fatores de viruléncia fundamentais para a perpetuacdo de determinados
sorovares de Salmonella frente a diversidade de hospedeiros e diferentes situacdes de
colonizagdo. Essa adaptacdo advém das mudancas sequenciais nos genes e a aquisi¢do de

resisténcia a determinados antibimicrobianos®®.

b) Mecanismos de defesa dos ovos

O ovo também possui barreiras fisicas e quimicas que dificultam a invasdo e
multiplicagdo de microrganismos®. Para suplantar tais defesas, Salmonella apresenta fatores
de viruléncia que sdo necessarios para penetracdo, multiplicacdo e sobrevivéncia dentro dos
ovos?,

A cuticula e a casca sdo consideradas a primeira linha de defesa do ovo, por
formarem uma barreira fisica que impede a entrada de microrganismos®’. A contaminac&o
destas estruturas esta associada a presenca do patdgeno nas fezes e na poeira do ambiente de
criacdo e pode promover a contaminacdo do contetido interno de ovos, por penetracdo pelos
poros ou ainda durante a utilizagdo dos ovos na cozinha®®. As membranas da casca internas e
externas s@o consideradas a segunda linha de defesa e possuem a funcdo de uma barreira
fisica, pois retém os microrganismos em uma espécie de filtro formado por uma rede de fibras
orientadas aleatoriamente e também tem acdo antibactericida®®.

O tempo de sobrevivéncia de Salmonella na superficie dessas estruturas e a sua
capacidade de migrar para o interior do ovo dependem de fatores intrinsecos e extrinsecos. Os
primeiros estdo relacionados a qualidade das estruturas, tais como a idade, integridade,
espessura, porosidade, defeitos e propriedades das membranas. J& os fatores extrinsecos,
compreendem a cepa, concentracdo de bactérias, os processos sofridos pelos ovos, a
temperatura, a umidade e a presenca de matéria organica®’.,

No entanto, proteinas presentes na cuticula, casca e membranas da casca, possuem
a funcdo de reforcar a barreira fisica e aumentar as defesas antimicrobianas. Na cuticula sdo

apontadas como predominantes a Ovocalyxin-25, proteina que tem funcdo de diminuir a



permeabilidade na casca e aumentar a resisténcia contra microrganismos, inclusive
Salmonella, e a Ovocalyxin-32 que se relaciona a caracteristicas de qualidade da casca e
possui a funcéo de inibir a protease, utilizada pelos dos microrganismos para sua nutrigao®.

O albdmen, que representa 60% do ovo, é considerado um ambiente hostil e pobre
para o crescimento bacteriano, devido as suas caracteristicas e condi¢es fisico-quimicas, tais
como a alta viscosidade, temperatura, pH alcalino, deficiéncias nutricionais e presenca de
substéancias antimicrobianas® .

A lisozima e a ovotransferrina sdo as principais proteinas do albdmen com
atividade antimicrobiana®*. A lisozima forma poros na parede celular das bactérias tanto Gram
negativas e quanto Gram positivas’. E a ovotransferrina também causa danos a parede celular
das bactérias, embora sua principal funcdo esteja relacionada ao fator antinutricional, ao se
ligar em todo o ferro livre, criando um ambiente com deficiéncia deste elemento, que
participa de varios processos bioldgicos das bactérias’?. Para as bactérias driblarem as
atividades antimicrobianas conferidas pelas proteinas que modificam a parede celular é
necessario que haja a expressao de genes com funcdes de protecdo, manutencdo e reparacao
da integridade da parede celular®.

Na membrana vitelina também exisem mecanismo de defesa, tais como o fator
antimicrobiano chamado B-defensinas aviarias (AvBDs) que promovem protecdo da gema
durante o desenvolvimento embrionario”™. A gema precisa ser protegida, pois ndo apresenta
mecanismos de defesa proprios e € rica em nutrientes que podem promover multiplicacéo
rapida de microrganismos, culminando em possivel infecgio dos consumidores?®7,

O controle da infeccdo em poedeiras representa um desafio pela variedade de
sorovares adaptados e por vezes de dificil deteccdo nestas aves. Medidas que visam reduzir a
infeccdo em poedeiras e contaminacdo dos ovos sdo desejaveis na cadeia avicola. Com base
no exposto, o presente estudo visa detectar os genes plasmidiais de viruléncia spvC e prot6E,
em diferentes sorovares de Salmonella provenientes de amostras avicolas e investigar a

habilidade de isolados com estes genes apresentarem viruléncia em aves.
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CAPITULO 2. DETECCAO DOS GENES PLASMIDIAIS spvC E prot6E EM
Salmonella enterica PROVENIENTE DE AMOSTRAS DA CADEIA AVICOLA

RESUMO

A viruléncia de Salmonella envolve diversos fatores, dentre eles os genes plasmidiais, que
podem conferir maior viruléncia e adaptacdo a novos hospedeiros. O presente trabalho foi
desenvolvido com o intuito de detectar os genes plasmidiais spvC e prot6E, em amostras de
Salmonella enterica sorovar Enteritidis, Gallinarum, Heidelberg, Infantis, Schwarzengrund e
Typhimurium provenientes de fontes avicolas. Isolados de Salmonella obtidas de amostras de
0rgdos de aves doentes, ovos e de meio ambiente da cadeia avicola goiana foram submetidas a
PCR em tempo real para investigar a presenca dos genes plasmidiais spvC e prot6E. Dos 47
isolados, 15 (31,9%) foram positivos para o0 gene spvC, sendo trés Enteritidis, um
Typhimurium e 11 Gallinarum; cinco (10,6%) para o0 gene prot6E, sendo trés Enteritidis, um
Typhimurium e um Heidelberg. Conclui-se que Salmonella Enteritidis, Typhimurium e
Gallinarum isolados dos érgédos de aves e de ovos contém os genes spvC. O gene prot6E foi
detectado em Salmonella Enteritidis, Heidelberg e Typhimurium oriundos de figados e ovos.
Sorovares de Salmonella Heidelberg, Infantis, Schwarzengrund e Typhimurium oriundas de
amostras ambientais ndo apresentam os genes plasmidiais spvC e prot6E.

Palavras chaves: avicultura, PCR em tempo real, plasmideos, viruléncia.

DETECTION OF PLASMIDAL GENES spvC AND prot6E OF Salmonella enterica FROM
POULTRY CHAIN SAMPLES

ABSTRACT

Salmonella virulence involves several factors, including plasmid genes, which may confer
increase of virulence and adaptation to new hosts. The present work was developed to detect
the plasmid genes spvC and prot6E in samples of Salmonella enterica serovar Enteritidis,
Gallinarum, Heidelberg, Infantis, Schwarzengrund and Typhimurium from poultry sources.
Salmonella isolates obtained from organs of sick birds, eggs and the environment of the
poultry chain were submitted to real-time PCR to investigate the presence of the plasmid
genes spvC and prot6E. Of the 47 isolates, 15 (31.9%) were positive for the spvC gene, three
Enteritidis, one Typhimurium and 11 Gallinarum; five (10.6%) for the prot6E gene, three
Enteritidis, one Typhimurium and one Heidelberg. It is concluded that Salmonella Enteritidis,
Typhimurium and Gallinarum isolated from the organs of birds and eggs contain the spvC
genes. The prot6E gene was detected in Salmonella Enteritidis, Heidelberg and Typhimurium
from livers and eggs. Salmonella Heidelberg, Infantis, Schwarzengrund and Typhimurium
serovars from environmental samples do not have the plasmid genes spvC and prot6E.

Keyworlds: PCR in real time, plasmids, poultry, virulence.
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1. INTRODUCAO
Salmonella enterica é considerada pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO),

uma das causas mais frequentes de doencas diarreicas em humanos no mundo, atingindo
aproximadamente uma a cada 10 pessoas, ocasionados principalmente devido ao consumo de
alimentos contaminados®. Este patdgeno se destaca, tanto por seu impacto na sadde publica,
quanto pelos prejuizos econémicos gerados a producgéo avicola.

Na cadeia avicola brasileira, estudos apontam para a presenca de diversos
sorovares de Salmonella enterica, que apesar de apresentarem alto grau de similaridade
genética, estdo associados as manifestacBes clinicas distintas, como doenga entérica ou
sistémica, além de determinar diferentes graus de morbidade e mortalidade, dependendo das
caracteristicas patogénicas e especificidade aos hospedeiros?.

Com relacdo aos hospedeiros, Salmonella enterica pode ser classificada pela
especificidade ao homem, como Salmonella Typhi. Especificidade a espécie animal como
Salmonella Pullorum e Gallinarum, sendo estes especificos das aves. E ainda, os sorovares
que ndo apresentam especificidade, adaptando-se tanto aos homens quanto a outras espécies
animais, apresentando assim, potencial zoondtico, como Salmonella Enteritidis e
Typhimurium3#4,

A especificidade dos sorovares aos hospedeiros e as caracteristicas patogénicas
ainda ndo estdo completamente compreendidas, mas sabe-se que a viruléncia envolve
multiplos fatores, sendo muitas vezes especificos para cada sorovar?. Dentre esses fatores,
destacam-se os plasmideos, os elementos genéticos mdveis, que estdo ligados ao aumento da
diversidade genética, devido a aquisicdo ou perda de genes, que podem ser trocados
horizontalmente entre populagdes bacterianas®, e ao aumento da viruléncia®.

Salmonella possui um importante fator de viruléncia codificado por plasmideos,
chamado de Salmonella plasmid virulence (spv), detendo genes considerados essenciais para
o ciclo de vida intracelular’ e que estéo relacionadas & capacidade de auxiliar no crescimento,
sobrevivéncia e multiplicacdo da bactéria®. Especificamente, o gene spvC esta envolvido na
regulacio da liberagdo de citocinas e no crescimento da bactéria nas células infectadas®®.
Dessa forma, o plasmideo spv esta associado a caracteristicas gerais de viruléncia, sendo
presente em diversos sorovares da espécie enterica, como Enteritidis, Gallinarum e
Typhimurium’.

Por outro lado, alguns genes plasmidiais sdo exclusivos de determinados
sorovares e apresentam funcGes de viruléncia mais especificas. Como, o gene plasmidial

prot6E, até entdo relatado apenas em Salmonella Enteritidis, e que possui fungdes especificas



18

relacionadas aos 6rgdos reprodutores das aves, como colonizagdo do oviduto e interacdo com
0s componentes do albimen do ovo, sendo um dos genes que relaciona a frequente deteccao
de Salmonella Enteritidis & contaminagdo de ovos!®!!,

Devido as caracteristicas de especificidade ou generalidade dos genes plasmidiais,
a analise do perfil de plasmideos tem sido til para a identificacdo de genes, compreensao das
suas funcdes, verificacdo da sua permanéncia frente a fatores adversos!? e caracterizagdo de
muitos sorovares de Salmonella®2,

Diante do exposto, o presente trabalho foi desenvolvido com o intuito de detectar
0s genes plasmidiais spvC e prot6E, em amostras de Salmonella enterica sorovar Enteritidis,
Gallinarum, Heidelberg, Infantis, Schwarzengrund e Typhimurium provenientes de fontes

avicolas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local e periodo

O experimento foi realizado nos Laboratérios de Bacteriologia e de Diagndstico
Molecular do Departamento de Medicina Veterinaria da Escola de Veterinaria e Zootecnia
(EVZ) da Universidade Federal de Goiads (UFG), do ano 2016 e primeiro semestre de 2017.
Com aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais da UFG, protocolo registro -45/2016
CEUA/UFG.

2.2. Amostragem

Foram analisados 47 isolados de Salmonella, sendo quatro do sorovar Enteritidis,
13 do sorovar Gallinarum, cinco sorovar Heidelberg, 10 sorovar Infantis, 11 sorovar
Schwarzengrund e quatro do sorovar Typhimurium, previamente tipificados pela Fiocruz —
Rio de Janeiro.

Os isolados pertencem a colecdo de cultura do Laboratério de Bacteriologia do
departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, da Escola de Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal de Goias, estavam estocados em agar nutriente, em geladeira e foram
gentilmente cedidos pela Prof® Dr2 Maria Auxiliadora Andrade.

Cada um dos isolados era oriundo de amostras pertencentes a cadeia avicola
goiana, obtidos entre os anos de 2014 a 2017, originados de 6rgdos de aves, ovos e ambiente.
N&o foram utilizados, em hipotese alguma, isolados pertencentes a uma mesma propriedade,

ave ou caso clinico. Como discriminado no Quadro 1.



QUADRO 1- Isolados de Salmonella enterica utilizados no presente estudo
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Salmonella Amostras
sorovar Aves N° | Ano | Ovos N° | Ano | Ambiente | N° | Ano
o Figado 1 2016 | - - - -
Enteritidis
Figado 3 2014
Coracdo |1 2016
Coragio |1 |2015 |OV0% 11 1o016 |- -
mesa
Figado 1 2017 - - - -
Gallinarum Figado 4 2016
Figado 1 2015
Baco 1 2017
Baco 1 2016 - - - -
Ovario |2 |2016 |- - - -
. - Ovo 171|016 |SudbEde |y lon4
. liquido fabrica
Heidelberg Ovo de Farinha de
- - 2 2015 . 1 2015
pata visceras
Figado |2 [2016 |- - Farinhade | 5 | 016
visceras
Figado |1 |2015 Farinhade |, | 5514
. visceras
Infantis Farinha de
- - 2 2016
carne
Farinha de 9 2015
carne
. - Ovode |, |y015 [SUdbede |5 o016
pata fabrica
i ) i ) Suabe de 1 2016
Schwarzengrund arrasto
i ) i ) Farinha de 4 2016
carne
- - - - Racéo 1 2016
Typhimurium | Excreta |1 | 2015 ;?a\;g d 15 12015 |calcario |1 |2014

(-) representa auséncia de amostra.

2.3. Extragdao do DNA
Previamente ao processo de extracdo do DNA, os isolados estocados em &gar

nutriente foram submetidos a um novo enriquecimento bacteriano sendo transferidos para

2mL de caldo Selenito-Cistina e incubados a 37°C por 24h.
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O DNA plasmidial foi extraido utilizando o kit comercial de extracdo de
plasmideo, mini kit QIAGEN Plasmid (cat. Nos. 12123 e 12125), seguindo o protocolo

descrito pelo fabricante.

2.4. Detecgao dos genes por PCR em tempo real
Os ensaios de PCR em tempo real para deteccdo dos genes plasmidiais, spvC e

prot6E, foram realizados de acordo com Bugarel et al. (2011)}* em Salmonella enterica
sorovar Enteritidis, Gallinarum, Heidelberg, Infantis, Schwarzengrund e Typhimurium.

Os eluatos obtidos das amostras extraidas foram utilizados para realizacdo do
PCR em tempo real empregando o sistema TagMan® o volume adotado foi de 20uL
utilizando 4,6uL de agua mili-Q, 10uL de Master Mix (1x), 2uL. de mix de IPC (10x), 0,4uL
de IPC DNA (50x) ¢ 1uL de oligonucleotideos iniciadores (concentragdo 30mM) e sonda
(concentra¢ao de 10mM) acrescentando 2ul. de amostras de DNA. Como controle interno da
reacdo em um dos pocgos da placa de 96 pocos foi utilizado o IPC DNA com reagente
bloqueador de IPC (negative controlblocked IPC, Life®) e outro com IPC DNA sem
bloqueador. As amostras foram submetidas ao ensaio de presenca e auséncia em
termocicladorStepOne Plus (AppliedBiosystems) nas condicGes: pré PCR a 60°C por 30
segundos seguida de 95°C por 10 minutos, 40 ciclos a 95°C por 15 segundos (fase de
desnaturacao) e 60°C por 1 minuto e 60°C por 30 segundos para extensdo. Todas as reacdes
foram feitas em duplicata. Para deteccdo dos genes pela PCR em tempo real empregou-se 0
sistema TagMan®, utilizando-se 0s oligonucleotideos iniciadores para os genes: Quadro 2.

QUADRO 2- Oligonucleotideos iniciadores para 0s genes spvC e prot6E
Fw: 5°-AATGAACTACGAAGTGGGCG -3’

Rv: 5’-TCAAACGATAAAACGGTTCCTC -3’

Gene spvC
Sonda: FAM-ATGGTGGCGAAATGCAGAGACAGGC - BHQ
Referéncia: Bugarel et al., (2011)%
Fw: 5’- ATATCGTCGTTGCTGCTTCC -3°
Rv: 5°- CATTGTTCCACCGTCACTTTG -3’
Geneprot6E

Sonda: FAM-AGGCGCTCATCGGTCCTGCTGT-BHQ
Referéncia: Marlony et al., (2007)%°

2.5. Analises estatisticas
Foi realizada estatistica descritiva por meio da frequéncia dos dados.
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3. RESULTADOS

Os resultados da PCR em tempo real das amostras de Salmonella Enteritidis,
Gallinarum, Heidelberg, Infantis, Schwarzengrund e Typhimurium de isolados de aves, ovos e
ambiente estdo discriminados na Tabela 1. Dos 47 isolados, 15 (31,9%) foram positivos para

0 gene spvC e cinco (10,6%) para o gene prot6E.

TABELA 1- Deteccdo dos genes spvC e prot6E em isolados de sorovares de Salmonella identificados
de 6rgdos e ovos de aves e no ambiente

Salmonella ) Numero de Positivos para gene
Sorovar Origem Amostra |s_o_lados spvC DrOt6E
utilizados
Enteritidis Ave Figado 4 3 3
Figado 7 6 -
Coracédo 2 1 -
Gallinarum Ave Bago 1 1 -
Oviério 2 1 -
Ovos Ovo de mesa 1 1 -
OVOs Ovo liquido 1 - 1
. Ovos de pata 2 - -
Heidelberg : -
Ambiental Farinha de visceras 1 - -
Suabe fébrica 1 - -
Aves Figado 3 - -
Infantis . Farinha de visceras 3 - -
Ambiental .
Farinha de carne 4 - -
Ovos Ovos de pata 4 - -
Suabe fébrica 1 - -
Schwarzengrund Ambiental Sua_be de arrasto 1 - -
Farinha de carne 4 - -
Racéo 1 - -
Aves Excretas 1 - -
Typhimurium Ovos Ovos de pata 2 1 1
Ambiental Calcério 1 - -
Total 47 15 5

(-) representa amostra negativa.

4. DISCUSSAO

4.1 Deteccao do gene spvC

O gene spvC, essencial para a sobrevivéncia intracelular’ e apontado como um
dos principais genes de viruléncia de Salmonella® foi detectado em Orgdos de aves nos
sorovares Enteritidis e Gallinarum e em ovos no sorovar Typhimurium. Este gene tem sido

frequentemente relacionado aos sorovares de maior frequéncia, como Salmonella Enteritidis e
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Typhimurium e também aos sorovares que sdo espécie-especificos como Gallinarum?®.
Enquanto os sorovares identificados com menor frequéncia, como Salmonella Infantis,
geralmente sdo livres de genes plasmidiais®’.

A auséncia deste gene no sorovar Infantis foi observada neste estudo e pode ser
respaldada por Diarra et al. (2014)!® e Abd-Elghanyet al. (2015)%°, que também ndo
detectaram o referido gene nesse sorovar, detectando apenas em Salmonella Enteritidis e
Typhimurium, dentre os 17 e sete sorovares pesquisados, respectivamente. Por outro lado,
Karacan e Akan (2019)%° encontraram 20 amostras positivas para 0 gene spvC dos 224
(8,92%) isolados de Salmonella Infantis pesquisados. Esta diferenca pode ser atribuida a
maior quantidade de isolados pesquisados e também as caracteristicas regionais dos sorovares
que podem variar.

O gene spvC tem sido relacionado como responsavel por infec¢do sistémica em
estudos experimentais®®. Este fato pode ser sugestivo neste estudo, pois o gene foi detectado
em amostras de 6rgdos de aves doentes, especialmente oriundas de amostra de figados que, de
acordo com Vohra et al. (2018)?2, é um importante indicativo de infec¢do sistémica, estando o
plasmideo spv fortemente associado a cepas que causam bacteremia?®,

A detecgédo do gene spvC, em trés dos quatro isolados pesquisados de Salmonella
Enteritidis, se apoia nos resultados de Soto et al. (2006)2*, Amini et al. (2010)?° e Mkrtchyan
et al. (2016)?° que detectaram este gene na maioria dos isolados obtidos de drgdos e excretas
de aves, inclusive de figado. Bakshi et al. (2003)%" observaram que as cepas de Salmonella
Enteritidis, oriundos de figados de frangos, que possuiam o plasmideo de viruléncia, ao serem
inoculadas via oral em galinhas causaram aumento de mortalidade entre 40 a 100% e
aparecimento de sinais caracteristicos de salmonelose. Enquanto as cepas que ndo possuiam o
plasmideo eram avirulentas e ndo foram capazes de causar mortalidade.

Em Salmonella Typhimurium e Enteriditis sabe-se que o plasmideo de viruléncia,
spvC, aumenta a taxa de crescimento dos microrganismos em locais além do intestino e ajuda
na colonizac&o de tecidos mais profundos®®. Os plasmideos envolvidos na viruléncia também
estdo relacionados a sobrevivéncia e ao crescimento da bactéria nas células hospedeiras, ao
permitir que a bactéria persista nas células do sistema reticuloendotelial, como o bago e o
figado?®. O que foi observado nesse estudo, para os sorovares Enteritidis e Gallinarum.

Dos 13 isolados de Salmonella Gallinarum analisados para a presenga do gene
spvC, 11 continham o gene e foram obtidos de amostras de 6rgdos de aves doentes, 0 que

confirma a habilidade de Salmonella Gallinarum, com o gene spvC, de causar doenca
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sistémica. A alta positividade deste gene em Salmonella Gallinarum também foi relatada por
Mir et al. (2010)* e Pal et al. (2017)%,

As duas amostras de Salmonella Gallinarum que ndo apresentaram 0 gene de
viruléncia foram isolados em 2015, em comparagdo com as amostras positivas que foram
isoladas em 2016 e 2017. Esse fato pode ser atribuido ao tempo prolongado de
armazenamento que pode levar a perdas dos genes de viruléncia®!.

Para Salmonella Typhimurium, a deteccdo do gene em apenas uma amostra das
quatro pesquisadas (25%), corresponde com o encontrado por Chaudhary et. al. (2015)?* e
com Ammar et al. (2016)%, que ndo detectaram o gene em 24 e em sete isolados do sorovar
pesquisadas, respectivamente. No entanto, Li et al. (2017)° encontraram 55 dos 138 (39,9%)
isolados de carne de frango crua positivos, sendo o gene spvC o mais detectado entre 0s genes
plasmidiais pesquisados. O que pode estar associado ao fato do gene codificar um dos
principais fatores para a viruléncia mediada por plasmideos do sorovar Typhimuriumm?® e
por isso ser frequentemente detectado no sorovar, sobretudo nos que estdo relacionados a
infeccdo em animais e/ou contaminacéo de produtos.

Neste sorovar, a deteccdo do gene ocorreu em isolado oriundo de ovos de aves
aparentemente sadias, o que implica na presenca de aves portadoras assintomaticas ou
contaminacdo dos ovos no momento da ovoposicao pela passagem na cloaca. Sabe-se que este
gene aumenta a possibilidade de sobrevivéncia do isolado fora do intestino, podendo
sobreviver melhor em locais hostis, como o meio ambiente?®,

Cepas bacterianas com maior capacidade de causar infeccdo sistémica ou mesmo
de contaminar ovos podem ser originadas de reservatorios ambientais®*. No entanto, neste
estudo, todos os isolados de Salmonella enterica oriundos de amostras ambientais como as
racdes e suabes ambientais (Tabela 1) ndo apresentaram 0s genes de viruléncia pesquisados.
Por conseguinte, provavelmente os isolados ndo precisaram possuir ou expressar fatores de
viruléncia para garantir a sobrevivéncia e/ou adaptacdo ao meio em que se encontravam. Ja
que a presenca ou auséncia de genes plasmidiais pode estar relacionada a expressdo da
viruléncia durante o processo infeccioso, adaptagdo da bactéria ao hospedeiro e ao ambiente
intra ou extracelular. E advém da selecéo, troca ou delecdo dos genes considerados funcionais
ou necessarios para as diferentes situacoes>>.

A possibilidade de troca e transferéncia de genes plasmidiais de viruléncia entre
bactérias é considerada um potencial risco para a saude, principalmente relacionado a
possibilidade de adaptacdo a novos hospedeiros e aumento da patogenicidade®. O que torna a

deteccdo de genes plasmidiais de viruléncia em sorovares diferentes dos relatados até o
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momento, um fator preocupante, como ocorreu para a deteccdo do gene prot6E, neste
trabalho.

4.2 Deteccao do gene prot6E

Este é o primeiro relato do gene prot6E em sorovares de Salmonella que ndo o
Enteritidis, encontrado em literatura. O gene prot6E é considerado especifico para o sorovar
Enteritidis e relatado como importante para a patogenicidade do sorovar>?"3%, Dos quatro
isolados de Salmonella Enteritidis pesquisados, um foi negativo para o gene prot6E, este
resultado se aproxima do encontrado por Gonzalez-Escalona et al. (2012)%" que detectaram
uma das trés cepas testadas (33,3%) como negativa para o gene.

N&do obstante, de modo geral tem sido relatada uma alta positividade para os
isolados de Salmonella Enteritidis testadas para o gene prot6E*®>*:3:3 como exemplificado
por Hu et al. (2018)*°, que obtiverem 97,4% de positividade para os 114 isolados de
Salmonella Enteritidis testados. Ao mesmo tempo, nenhum sorovar diferente de Enteritidis,
foi relatado como positivo para o gene, como exemplificado por Hu et al. (2018)*° que
relataram 100% de negativos dos 34 isolados de outras bactérias que nao Salmonella e 35
isolados de Salmonella que ndo o sorovar Enteritidis, incluindo quase todos os sorovares
utilizados na presente pesquisa, como a negatividade do sorovar Schwarzengrund relatado por
Liu et al. (2016)*.

A alta positividade e a especificidade fazem com que os autores utilizem o gene
Prot6E como especifico para deteccdo de Salmonella Enteritdis*#? e promove o
desenvolvimento de testes para deteccdo rapida de Salmonella Enteritidis por PCR utilizando
0 gene prot6E como gene de deteccdo exclusiva do sorovar’. No entanto, prot6E esta
localizado em um plasmideo, no qual sdo relatados casos que esse plasmideo e/ou gene
plasmidial estdo ausentes em isolados de Enteritidis*?, como observado nesta pesquisa. Ainda,
a diversidade genética de isolados de diferentes areas geograficas pode levar ao aparecimento
de mutagdes nos genes plasmidiais, como relatado por Hu et al. (2019)* para o gene prot6E,
0 que pode levar a casos de falsos negativos®>%’.

Ademais, a atribuigdo especifica de genes plasmidiais, como o gene prot6E, com
sorovares especificos, como o sorovar Enteritidis, ndo é recomendada. Pois, 0s genes
transportados por um plasmideo estdo propensos a perdas ou modificagdes. Como observado
para a presenca do gene prot6E em um dos quatro isolados de Salmonella Typhimurium e um
dos cinco isolados de Salmonella Heidelberg testados. Este resultado difere dos relatados por
Marlony et al. (2007)*°, Hadjinicolaou et al. (2009)%, Jamshidi et al. (2010)*3, Chero et al.
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(2017)*, Afshari et al. (2018)* e Hu et al. (2018%, 2019%%) que expuseram ndo haver
deteccdo do gene prot6E em isolados de sorovares que ndo Enteritidis.

Os isolados de Salmonella Heidelberg e Typhimurium positivos para o gene
prot6E eram oriundos de ovos (Tabela 1). Os ovos podem ser fonte de infeccdo de Salmonella
em humanos, sendo o sorovar Enteritidis 0 mais frequentemente encontrado em infeccdes
alimentares por essa fonte**. Contudo, os sorovares Heidelberg e Typhimurium apresentam
tropismo pelos tecidos do sistema reprodutor das aves e sdo cada vez mais associados a
doencas alimentares causadas por ovos contaminados®.

Portanto, a presencga do gene prot6E pode ter levado a adaptacdo e sobrevivéncia
desses isolados ao ambiente da sua fonte de origem, de ovos liquidos e ovos de patas, pois 0
gene apresenta funcdo especifica para tal nicho. Segundo Clavijé et al. (2006)!!, o gene
prot6E pode fornecer fimbrias superficiais Unicas para Salmonella Enteritidis e alterar sua
interagdo com o0s componentes do albimen do ovo, sendo considerado um dos fatores de
viruléncia, que contribuem para a frequéncia mais acentuada deste sorovar na contaminagéo
dos ovos e infeccao do sistema reprodutor das aves de postura, quando comparada com outros
sorovares, como Salmonella Heidelberg e Typhimurium.

No entanto, com o0 aumento da frequéncia destes sorovares em O0vVOS e
ovoprodutos em varias partes do mundo, pode-se sugerir que esteja havendo alteracdes nos
fatores de viruléncia presentes nos sorovares Heidelberg e Typhimurium que culminem com
melhor adaptacdo e capacidade de sobrevivéncia no sistema reprodutor das aves e nos ovos.
Dentre esses fatores, os plasmideos e genes plasmidiais sdo propensos a perdas e
modificagdes e sdo mantidos dentro das populacdes bacterianas devido ao seu papel na
mediagdo para melhor adaptacdo ao meio®®, sendo uma hipotese a ser estudada. Além disso,
estudos sdo necessarios para compreensdo mais profunda do gene prot6E, que ainda ndo tem
suas caracteristicas totalmente definidas (Hu et al., 2019)*2.

Assim como ha a necessidade de mais estudos nos isolados de Salmonella
Heidelberg e Typhimurium com o gene prot6E, pois 0 achado desse gene em novos sorovares
pode indicar uma possivel troca genética entre as bactérias para adaptacdo a nichos
especificos. Ainda sdo indispensaveis mais esforgos que busquem investigar as funcGes
especificas desse gene, assim como sua real contribuicdo na capacidade de sorovares de
Salmonella causarem doenca alimentar em humanos e assim elaborar medidas que reduzam

0s riscos do patdgeno chegar até o consumidor final.
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5. CONCLUSOES

Salmonella Enteritidis, Typhimurium e Gallinarum isolados dos 6rgéos de aves e
de ovos contem 0s genes spvC.

O gene prot6E é detectado nos sorovares Salmonella Enteritidis, Heidelberg e
Typhimurium oriundos de amostras de ovos, este € provavelmente o primeiro relato do gene
em sorovares que ndo o sorovar Enteritidis.

Sorovares de Salmonella Heidelberg, Infantis, Schwarzengrund e Typhimurium

oriundas de amostras ambientais ndo apresentam os genes plasmidiais spvC e prot6E.
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CAPITULO 3. SALMONELOSE EXPERIMENTAL POR Salmonella GALLINARUM
COM E SEM O GENE spyC EM EMBRIOES E NEONATOS DE POSTURA
COMERCIAL

RESUMO

Salmonella Gallinarum causa tifo aviario, importante doenca para industria avicola. O
presente estudo visa investigar se a presenca do gene spvC, no sorovar Gallinarum, € capaz de
determinar mortalidade embrionaria, afetar a qualidade do neonato e do pinto, os parametros
de producdo e causar doenca sistémica em aves jovens. Foram incubados 336 ovos férteis de
aves poedeiras Hy Line W 36, distribuidos em quatro vias de inoculacdo, alantéide com um
(T1-3) e com 14 dias de incubacéo (T4-6); via camara de ar com 19 dias de incubagéo (T7-9)
e via oral em neonatos (T10-12). Cada via de inoculacdo continha trés tipos de inoculo,
solugéo salina para tratamento controle (T1, 4, 7 e 9), Salmonella Gallinarum sem o gene
spvC (T2, 5, 8, 11) e Gallinarum com o gene spvC (T3, 6, 9 e 12), totalizando 12 tratamentos.
Foram analisadas as varidveis de mortalidade embrionéria, relagdo peso neonato/peso ovo,
qualidade do neonato, pesquisa de Salmonella e biometria dos 6rgdos. Foi observada alta
mortalidade dos grupos inoculados com Salmonella Gallinarum via alantdéide com um e 14
dias de incubacdo. Nédo foi observada mortalidade embrionaria, alteracdes na relacdo peso
neonato/peso ovo e alteracGes na qualidade do neonato para as aves inoculadas via camara de
ar. Salmonella foi recuperada de todos os 6rgdos das aves inoculadas por esta via. Para o
grupo inoculado via oral, o patdgeno sem o gene foi recuperado no ceco e o com o gene foi
recuperado de baco e ceco. A inoculacdo de Salmonella levou a alteracdo na biometria do
coragdo e intestino. Conclui-se que Salmonella Gallinarum foi capaz de causar mortalidade
embrionaria, causar disseminacao e alterar ganho de peso. Para as aves inoculadas pela via
oral, a presenga do gene spvC determinou infeccéo entérica e sistémica, enquanto o isolado
sem o gene apenas infeccao entérica.

Palavras-chaves: Avicultura, genes de viruléncia, poedeira, tifo aviario.

EXPERIMENTAL SALMONELLOSIS BY Salmonella GALLINARUM WITH AND
WITHOUT THE spvC GENE IN EMBRYOS AND NEONATES OF LAYING GENETIC
LINE

ABSTRACT
Salmonella Gallinarum causes fowl typhoid, a disease that causes economic damage to the
poultry industry. The present experiment was developed to investigate whether the presence
of the spvC gene in the Gallinarum serovar is able to determine embryonic mortality, affect
the quality of the neonate and the chick, the production parameters and cause systemic disease
in young birds. A total of 336 fertile eggs of Hy Line W 36 laying hens were distributed in
four inoculation routes, allantoic inoculation with one (T1-3) and 14 days incubation (T4-6),
inoculation in the air chamber with 19-day incubation (T7-9) and oral inculation in neonates
(T10-12). Each inoculation route contained three types of inoculum, saline solution for
control treatment (T1, 4, 7 and 9), Salmonella Gallinarum without the spvC gene (T2, 5, 8,
11) and Salmonella Gallinarum with the spvC gene (T3, 6, 9 and 12), totaling 12 treatments.
The variables of embryonic mortality, neonatal weight / egg weight ratio, neonatal quality,
Salmonella Gallinarum research and organ biometry were analyzed. High mortality of the
groups inoculated with Salmonella Gallinarum in alantoid was observed with one and 14 days
of incubation. No embryonic mortality, changes in neonatal weight / egg weight and changes
in neonatal quality were observed for birds inoculated through a 19-day air chamber.
Salmonella was recovered from all organs of the birds inoculated in the air chamber. For the
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group inoculated orally, the pathogen without the gene was recovered in the cecum and with
the gene was recovered from spleen and cecum. Salmonella inoculation led to changes in the
biometry of the heart and intestine. It is concluded that Salmonella Gallinarum was able to
cause embryonic mortality, cause dissemination and alter weight gain. For birds inoculated by
the oral route, the presence of the spvC gene determined enteric and systemic infection,
whereas the isolate without the gene determined just enteric infection.

Keyworlds: Fowl typhoid, laying, poultry, virulence genes.
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1. INTRODUCAO

Salmonella Gallinarum é um sorovar especifico das aves, causadora do tifo
aviario, doenca sistémica e grave, que pode ser observado em aves jovens e adultas, com alta
mortalidade dependendo da cepa infectante®.

O tifo aviario tem distribuicdo global, sendo endémica em muitas partes do
mundo® e resulta em diversas perdas econdmicas, principalmente em paises em
desenvolvimento®, ocasionando nos ultimos anos, a retomada no interesse em Salmonella
Gallinarum*. No Brasil, a partir de 1994, com a implantacio do Plano Nacional de Salde
Avicola (PNSA), a avicultura brasileira apresentou diversos avangos com relacdo a saude dos
plantéis, sendo as salmonelas tificas (Salmonella Gallinarum e Pullorum) praticamente
erradicadas. Por outro lado, nos ultimos anos tém se observado uma re-emergéncia de
infecces tifoides na avicultura de corte e de postura em varios estados brasileiros®.

A re-emergéncia e a propagagdo do tifo aviario em nivel nacional sugerem o
envolvimento da transmissdo vertical e da incubacdo de ovos infectados com Salmonella
Gallinarum, os quais podem originar progénie contaminada, tornando-se dessa maneira,
potenciais fontes de disseminacgdo®. As principais fontes de infecdo por Salmonella em aves
de producéo, consistem na aquisicao de progénies infectadas de matrizes portadoras, infeccéo
cruzada no incubatdrio e contaminagdo ambiental nos galpdes de criagdo®.

A patogenicidade de Salmonella est4 associada a diversos fatores de viruléncia,
com destaque para o plasmideo de viruléncia chamado Salmonella plasmid virulence (spv),
gue contem cinco genes de viruléncia (SpvRABCD) envolvidos na sobrevivéncia em
macrofagos e na disseminacéo sistémica do patdgeno’®. Especificamente, o gene spvC esta
relacionado a regulacdo da liberagdo de citocinas e com o crescimento bacteriano nas células
infectadas, sendo de ocorréncia frequente no sorovar Gallinarum®2°,

Os patdgenos espécie-especificos, Salmonella Gallinarum, geralmente estdo
relacionados com a forma mais grave da doenca e apresentam equilibrio entre a aquisicdo e a
perda de genes que pode alterar a viruléncia dos sorovares'!. Além disso, a aquisicio de genes
plasmidiais de viruléncia pode levar a adaptacdo a novos hospedeiros*?.

No entanto, esses mecanismos genéticos ainda ndo estdo totalmente esclarecidos,
sendo necessario maior entendimento do processo de adaptacdo do hospedeiro, da evolugédo
do patogeno e da interacdo de Salmonella Gallinarum com as aves, propiciando a partir de
uma mais ampla compreenséo a cerca do tema, a elaboracdo de novas abordagens de controle

e erradicacdo da doenca na avicultura®*2,
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Com base no exposto, com o presente estudo objetivou-se investigar se a presenca
do gene spvC, no sorovar Gallinarum, é capaz de determinar mortalidade embrionaria, afetar a
qualidade do neonato e pinto, os parametros de producdo e causar doenca sistémica em aves

jovens.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Local

O experimento foi conduzido no Laboratério de Bacteriologia e no Nucleo
Experimental de Doenca de Aves do Setor de Medicina Veterinaria Preventiva, do
Departamento de Medicina Veterinaria, da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Federal de Goiés (EVZ/UFG), aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFG,
com numero de protocolo registro CEUA/UFG 045/2016.

2.2 Caracterizagao do isolado
Foram utilizados dois isolados de Salmonella Gallinarum, um contendo o gene

spvC e o0 outro ndo, provenientes de 6rgdos de aves poedeiras que apresentaram doenca
clinica, estocados em agar nutriente em refrigeracdo durante os anos de 2015 e 2016,
respectivamente. Tais isolados compdem o acervo do Laborat6rio de Bacteriologia do Setor
de Medicina Veterinaria Preventiva da EVZ/UFG, foram tipificados pelo laboratério
FIOCRUZ — RJ e gentilmente cedidos pela Prof? Dr* Maria Auxiliadora Andrade.

A deteccdo da presenca ou auséncia do gene spvC por PCR em tempo real nos
isolados de Salmonella Gallinarum ocorreu previamente a pesquisa em parceria com 0

laboratério de diagndstico molecular do Departamento de Medicina Veterinaria da EVZ/UFG.

2.3 Protocolo de inoculacao

Para preparacdo do inoculo os dois isolados foram repicados em agar verde
brilhante, separadamente, para purificacdo e incubados em temperatura de 37°C por 24 horas.

As unidades formadoras de col6nia (UFC) foram entdo suspensas em solucéao
salina tamponada a 0,85% e a concentracdo ajustada com auxilio da escala Mac Farland® e
confirmada por plagueamento das dilui¢cbes seriadas em &gar verde brilhante, com as placas
incubadas em temperatura de 37°C por 24 horas e contagem das UFC da Salmonella
Gallinarum, em que foi obtida a diluicdo de 1 x 10? para inoculagio em ovos embrionados,

via alantéide e camara de ar, e em neonatos via oral.
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Para inoculagdo dos ovos dos tratamentos 1 a 9, estes foram submetidos a
ovoscopia para marcagdo da regido do alant6ide ou cAmara de ar, foi realizada assepsia da
regido marcada e a perfuragdo ocorreu com agulhas esterilizadas e em capela de fluxo
laminar.

Para os tratamentos 10 a 12, a inoculagdo foi realizada com o auxilio de uma

seringa e o inoculo foi depositado diretamente no inglavio dos neonatos, individualmente.

2.4 Delineamento experimental

Foram incubados 378 ovos férteis de aves poedeiras Hy Line W 36 obtidos de um
incubatério comercial. Antes da incubacdo, os ovos foram classificados para atender as
caracteristicas necessarias para incubacdo, de acordo os critérios sugeridos por Patricio
(2013)™ de ovos livres de anomalias como deformidades, trincados, quebrados ou sujos. E foi
realizada a ovoscopia para retirada de ovos claros ou inférteis.

Os ovos foram distribuidos, inteiramente ao acaso, em doze tratamentos com 28
ovos por tratamento, totalizando 336 ovos que foram incubados até a ecloséo, ou durante 22
dias (504 horas).

Nos tratamentos 1, 2 e 3, os ovos embrionados foram inoculados via alantdide no
primeiro dia de incubacéo. No tratamento 1 (controle da inoculacdo via alantdide com um
dia), os ovos foram inoculados com 0,1mL de solucdo salina esterilizada tamponada. No
tratamento 2 os ovos embrionados foram inoculados com 0,1mL de solucdo contendo 10
UFC de Salmonella Gallinarum sem o gene spvC. No tratamento 3 0s ovos embrionados
foram inoculados com 0,1mL de solucéo contendo 102 UFC de Salmonella Gallinarum com o
gene spvC.

Nos tratamentos 4, 5 e 6, 0s ovos embrionados foram inoculados via alantoide
com 14 dias de incubacdo, seguindo 0 mesmo esquema descrito para 0s ovos dos tratamentos
1, 2 e 3, sendo o tratamento 4 o controle sem inoculacdo de Salmonella, o tratamento 5
inoculado com Salmonella Gallinarum sem o gene spvC e o tratamento 6 inoculado com
Salmonella Gallinarum com o gene spvC.

Nos tratamentos 7, 8 e 9, 0os ovos embrionados foram inoculados via cAmara de ar
com 19 dias de incubacdo. No tratamento 7 (controle da inoculagdo via cdmara de ar), 0s 0vos
embrionados foram inoculados com 0,1mL de solucéo salina esterilizada tamponada. No
tratamento 8 (inoculado com Salmonella Gallinarum sem o gene via cadmara de ar) 0S 0vos
embrionados foram inoculados com 0,1mL de solugdo contendo 102 UFC de Salmonella

Gallinarum sem o gene spvC. No tratamento 9 (inoculado com Salmonella Gallinarum com o
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gene via cadmara de ar) os ovos embrionados foram inoculados com 0,1mL de solugéo
contendo 102 UFC de Salmonella Gallinarum com o gene spvC.

Nos tratamentos 10, 11 e 12 a inoculacdo do patdgeno ocorreu apds a eclosao dos
pintos com um dia de vida (neonatos), sendo 19 aves por tratamento. No tratamento 10
(controle da inoculagéo via oral), os neonatos foram inoculados com 0,1mL de solugéo salina
esterilizada tamponada. No tratamento 11 (inoculado com Salmonella Gallinarum sem o
gene) os neonatos foram inoculados via oral com 0,1mL de solugdo contendo 102> UFC de
Salmonella Gallinarum sem o gene spvC. No tratamento 12 (inoculado com Salmonella
Gallinarum com o gene por via oral) os neonatos foram inoculados com 0,1mL de solucéo

contendo 102 UFC de Salmonella Gallinarum com o gene spvC.

2.5 Variaveis estudadas
2.5.1 Eclodibilidade dos ovos férteis

Aos 22 dias, apds 504 horas de incubacdo, os ovos que nao eclodiram foram
guebrados e avaliados para determinar a fase de desenvolvimento embrionario em que
ocorreu a morte.

A eclodibilidade dos ovos férteis foi calculada pelo nimero de ovos eclodidos
divididos pelo nimero de ovos férteis e o resultado multiplicado por 100: E=(NE/NF)x100.

A mortalidade embrionaria foi dada pela equagdo: mortalidade embrionaria = 100
— (INE/NF] x 100), sendo E= eclodibilidade, NE= nimero de ovos eclodidos e NF= nlmero

de ovos férteis incubados.

2.5.2 Relagao entre o peso do neonato e o peso do ovo

Os ovos dos tratamentos inoculados durante a incubagdo na camara de ar (T7, 8 e
9) foram pesados antes da incubacdo, marcados para identificacdo e colocados em sacos de
telas, com espaco suficiente para eclosdo. Apds a eclosdo, o neonato foi pesado e foi

calculada a relacao entre seu peso e 0 peso do ovo.

2.5.3 Qualidade do neonato

A avaliacdo individual da qualidade de cada neonato dos tratamentos inoculados
durante a incubacdo na camara de ar (T7, 8 e 9) foi realizada com a atribui¢cdo das notas para
cada variavel, seguindo os escores de caracteristica desejavel, mediana e indesejavel como

descrito no Quadro 1.
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Esses escores foram aplicados a cada neonato antes da transferéncia da incubadora
para as gaiolas de criagdo. Os dados foram entdo condensados para formar uma média para

cada tratamento.

QUADRO 1: Quadro explicativo das variaveis e suas definices, caracteristicas e escores de avalia¢do

de parametros de qualidade de neonatos, de acordo com Tona et al. (2003)*.

Variavel Definicéo Caracteristicas Escore
Verificada quando se coloca o pintainho
- . o Bom 16
. de costas. Um rapido retorno a posi¢do em .
Atividade . L Médio 8
pé é definida como boa. Se permanecer
. ) Fraco 0
deitado, é fraca.
A aparéncia deve ser limpa e seca. Se | Limpa e seca 12
Penugem estiver Umida e suja, ou ambas € | Limpae Umida 6
classificada como ruim. Suja e Umida 0
Coloca-se o pintainho em pé e observam- | Abertos e brilhantes 10
Olhos se seus olhos, o brilho e a extensdo que | Abertos e sem brilho 5
ocupa a palpebra. Fechados 0
Examina-se a &rea do umbigo e ao redor | Fechado e limpo 12
. dele, verificando-se o seu fechamento e | Fechamento incompleto, 6
Umbigo )
sua cor. Se a cor for diferente da cor da | cor normal
pele, registra-se como de mé qualidade. Aberto e cor anormal 0
Membrana | Na area do umbigo avalia-se o tamanho ggmu;?]e;lmbrana 162
remanescente | de uma possivel membrana remanescente. g
Grande 0
Examina-se o abddmen do pintainho | Normal 12
Abdébmen | visualmente. Se estiver grande ¢é | Médio 6
classificado como ruim. Distendido 0
O pintainho é colocado em pé para | Pernas/dedos e 10
determinar se permanece firme nessa | articulagbes normais
Pernas o ' .
posicdo. E examinada a conformacdo dos | Uma afetada 5
dedos e da articulacdo do joelho. Duas afetadas 0
Observam-se o brilho e a cor da canela. A Br!lhante, ave,:r_melhada 16
Canelas : Brilhante e palida 8
normal deve ser avermelhada e brilhante. o
Opaca e péalida 0

2.5.4 Avaliagao clinica e anatomopatoldgica

As aves dos grupos que eclodiram foram avaliadas diariamente até os 28 dias de
vida, quando ocorreu a necropsia. Os principais sinais clinicos foram anotados em uma ficha
prépria, assim como a mortalidade. Foi realizada necropsia em duas aves dos tratamentos
controles (T7 e T10) e em cinco aves dos tratamentos contaminados por Salmonella

Gallinarum sem e com gene spvC (T8, T9, T1le T12).
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As 24 aves foram pesadas e eutanasiadas por meio do uso de gas CO2 seguido de
deslocamento cervical, as lesGes macroscopicas anotadas, os Orgaos retirados, pesados e

processados para pesquisa de Salmonella.

2.5.5 Biometria dos 6rgaos das aves necropsiadas

Durante a necropsia, as aves e 0s 6rgaos foram pesados para obtengdo do peso
relativo, que € o peso do 6rgédo dividido pelo peso da ave e multiplicado por 100. O baco,
figado, coracdo e intestino foram pesados assepticamente e individualmente em balanca de

precisdo (0,009), antes de serem devidamente separados para analises bacterioldgicas.

2.5.6 Pesquisa de Salmonella Gallinarum nos 6rgaos

As amostras foram processadas de acordo com a metodologia descrita por
Georgia Poultry Laboratory (1997)Y, com modificagdes.

Foi realizada a pesquisa do patégeno no baco, coracdo, figado com vesicula biliar,
e contetdo do ceco com tonsila cecal, que foram processados, individualmente. Cada 6rgéo
foi macerado em placas de Petri esterilizadas e colocado aproximadamente um grama da
amostra em tubos de rosca contendo agua peptonada 1% na proporcao de 1:10.

As amostras em agua peptonada foram incubadas a 37°C por 24h, depois
transferidos 1,0 mL dessa solugéo para 9,0 mL de caldo selenito cistina (CS) e 0,1 mL para
10,0 mL de caldo Rappaport Vassiliadis e incubadas a 37°C por 24h. Em seguida, com auxilio
de uma alca de niquel-cromo, aliquotas foram plaqueadas em dupilcata por esgotamento em
estrias nos agares verde brilhante e Hektoen e incubados a 37°C por 24h.

Foram entdo selecionadas de trés a cinco UFC com caracteristicas morfoldgicas
de Salmonella e transferidas para tubos contendo triplice aclcar ferro (TSI) e incubados a
37°C por 24h. Os tubos de TSI com crescimento sugestivo da bactéria foram submetidos a
testes bioquimicos para comprovacdo, sendo estes: teste de urease, producdo de indol,

vermelho metila, motilidade, descarboxilase de lisina, malonato e citrato de Simmons.

2.6 Analises estatisticas

As frequéncias foram comparadas pelo Teste Exato de Fischer. Para as variaveis
numéricas, as paramétricas foram comparadas pelo Teste de Scott-Knott e as ndo paramétricas
0 Teste de Kruskall-Wallis. Foi adotado nivel de 0,05 de significancia em todos os testes e foi

utilizado o auxilio do software R (Core Development Core Team, 2018).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Foi observada mortalidade de 100% dos embrides inoculados na cavidade

alantoide no primeiro dia de incubacéo, com os isolados de Salmonella Gallinarum contendo
ou ndo o gene spvC (T2 e T3). Também foi constatada alta mortalidade para os embrides
inoculadas na cavidade alantoide com 14 dias de incubacdo, com mortalidade de 96,4%
(27/28) dos embrides inoculados com Salmonella Gallinarum sem o gene (T5) e 100%
(28/28) com o gene spvC (T6).

O mesmo foi relatado por Celis-Estupifian et al., (2017)° que obtiveram
mortalidade embrionadria de 100% apds inoculacdo de Salmonella Gallinarum em saco
vitelinico dos ovos de pintainhas de postura no primeiro dia de incubagdo, no intuito de
simular a transmissdo vertical pela contaminacdo dos foliculos ovarianos. Por outro lado,
Prosdécimo et al. (2011)*® relataram mortalidade de aproximadamente 29% em ovos
embrionados inoculados via cavidade alantoide com 11 dias de incubacdo, mesmo assim
pode-se considerar como uma mortalidade embrionéria significativa, pois o0s autores
utilizaram o indculo contento a concentracio de 10 UFC de Salmonella Gallinarum.

A alta mortalidade embrionaria de ovos férteis contaminados com Salmonella
Gallinarum é relatada em literatura®. Geralmente, as inoculactes experimentais sio realizadas
com alta concentracgdo do patogeno, como Celis-Estupifian et al., (2017)° que utilizaram 6x108
UFC. No entanto, no presente estudo foi utilizada a concentragdo de 102 UFC, o que demostra
que Salmonella Gallinarum possui a capacidade de causar alta mortalidade embrionaria até
mesmo quando inoculada em baixas doses, posto que até mesmo uma unidade formadora de
coldnia é suficiente para causar infeccdo em embrides e neonatos®®.

Devido a alta mortalidade embrionaria dos tratamentos inoculados na cavidade
alantéide com um e 14 dias de incubacdo (T1 — T6) as variaveis de mortalidade embrionéria,
relacdo peso pinto/ovo e qualidade do neonato ndo foram estudadas nestes grupos, sendo
estudadas apenas nas aves dos tratamentos inoculados na camara de ar com 19 dias (T7-T9)
(Tabelas 1, 2 e 3). Enquanto, a pesquisa de Salmonella e biometria dos o6rgdos foram
realizadas nas aves dos tratamentos inoculados na cdmara de ar com 19 dias e nos neonatos
dos tratamentos inoculados por via oral (T7-12) (Tabelas 4 e 5).

A mortalidade embrionéria dos tratamentos inoculados na cdmara de ar com 19

dias pode ser verificada na Tabela 1, a seguir.
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TABELA 1. Mortalidade embrionaria das aves dos tratamentos inoculados na cdmara de ar com 19
dias de incubacéo (T7,8¢9)

Tratamentos Neonatos nascidos Eclodibilidade Mortalidade
n/N % %

T7 (Controle) 18/28 64,3 35,7

T8 (Inoculado sem gene spvC) 22/28 78,6 21,4

T9 (Inoculado com gene spvC) 20/28 71,4 28,6

N&o houve diferenca (p < 0,05) entre os tratamentos pelo Teste exato de Fischer.

N&o houve diferenca estatistica entre os tratamentos controle e inoculados e entre
os tratamentos inoculados com Salmonella Gallinarum sem e com o gene spvC. Portanto, a
contaminacdo e a presenca do gene ndo foram capazes de causar mortalidade nos embrides
inoculados no ovo via cdmara de ar com 19 dias.

Pode-se observar que houve uma alta mortalidade embrionaria, inclusive no grupo
controle que ndo teve contato com o patdgeno, sendo que a eclodibilidade média dos trés
tratamentos esta abaixo do postulado de 75 a 90%'°. No entanto, sabe-se que as condi¢bes de
incubacdo industrial geralmente apresentam melhores resultados do que incubagdes
experimentais®, além de proporcionarem maior controle dos fatores externos, como a idade
das matrizes e tempo de armazenamento dos ovos férteis, que afetam negativamente a
eclodibilidade??.

Para os ovos inoculados com Salmonella Gallinarum na camara de ar com 19 dias,
a mortalidade de 21,4% (T8) e 28,6% (T9) difere do relatado por Celis-Estupifian et al.
(2017)° que obtiveram 51,4% de mortalidade para a mesma via de inoculagdo e idade de
inoculagdo mas com a concentracdo de 108 UFC. A mortalidade embrionaria depende de
diversos fatores, como a viruléncia do isolado, concentracdo do indculo, via de inoculacdo e
também a idade de incubagdo em que o embrido recebe o in6culo. Considerando que ambos
os isolados utilizados, com e sem 0 gene spvC, eram oriundos de 6rgdos de aves doentes, 0
que infere na presenca de caracteristicas de viruléncia e que a concentracdo de 102 UFC foi
comprovadamente capaz de causar mortalidade embrionaria nos grupos inoculados com um e
14 dias de incubacdo, a ndo diferenca de mortalidade entre o grupo controle e grupos
inoculados com Salmonella Gallinarum pode ser explicado pelo pouco tempo entre a
inoculagéo e a eclosdo das aves.

A absorcdo pelo embrido das solucfes injetadas na cAmara de ar se inicia com a
bicagem interna, que ocorre aproximadamente no 20° dia de incubacdo??, com a inoculagio
com 19 dias e a eclosdo com 21 é provavel que os embrides tenham absorvido o patdgeno,

mas ndo tenha havido tempo habil para causar mortalidade embrionaria e influenciar na
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qualidade dos neonatos, como demostrados nas Tabelas 2 e 3. Contudo, o patégeno foi capaz
de causar mortalidade ainda na primeira semana de vida e infectar os pintainhos (Tabela 4).

TABELA 2. Relacdo entre os pesos dos neonatos e pesos dos ovos dos tratamentos inoculados na
camara de ar

Tratamentos Peso do Neonato (g) PesodoOvo(g) Relagdo (%)
T7 (Controle) 38,4 61,4 62,63
T8 (Inoculado sem gene spvC) 40,2 61,2 65,75
T9 (Inoculado com gene spvC) 38,8 60,8 63,78

N&o houve diferenca (p < 0,05) entre os tratamentos pelo Teste de Kruskal-Wallis.

N&do houve diferencas estatisticamente significativas entre o grupo controle e
contaminado e/ou entre a presenca do gene, 0 que sugere que 0s isolados com ou sem 0 gene
ndo foram capazes de causar alteragdes nos embrides no final da incubacgéo, assim como ndo
determinaram alteracdes na mortalidade (Tabela 1). Provavelmente, este resultado também
tenha ocorrido pelo motivo descrito anteriormente, de ndo haver tempo habil entre a
inoculagédo e a contaminagdo dos embrides antes da ecloséo.

Pode-se observar que a relacdo média entre peso do pinto/peso do ovo dos trés
tratamentos é de aproximadamente 64%, este valor esta abaixo do esperado para a espécie,
que tem como meta 67% do rendimento®. Essa variacdo também pode ser atribuida a
diferenca entre a incubacdo experimental e a incubacdo industrial. No entanto, essa diferenca
ndo foi significativa, pois os neonatos também ndo apresentaram grandes alteragdes nos

parametros de qualidade, como registrado na Tabela 3.

TABELA 3. Qualidade dos neonatos dos tratamentos inoculados na cdmara de ar com 19 dias de

incubacéo
Tratamento Atividade Penugem Olhos Umbigo Membrana Abdémen Pemas Carelas
T7 (Controle) | 11,6 85 100 9.8 87 10,9 86 123
T8 (Inoculado | 4 76 100 87 85 104 75 113
sem gene spvC)
T9 (Inoculado 4 g 9.0 98 93 815 111 95 92

com gene spvC)

Né&o houve diferenca (p < 0,05) entre os tratamentos pelo Teste de Kruskal-Wallis.

N&o houve diferenca entre os grupos controle e contaminados ou entre 0s grupos
contaminados com Salmonella Gallinarum com e sem o gene spvC, 0 que indica que a
presenca da bactéria, com ou sem o gene, ndo foi capaz de causar diferenca nos parametros de
qualidade dos neonatos que eclodiram. Porém mesmo que ndo tenha havido diferenca

estatistica entre os tratamentos, pode-se observar que os parametros das aves inoculados com
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o0 patogeno foram, de modo geral, menores do que das aves ndo inoculadas (Tabela 3). Este
resultado era esperado, devido a alta patogenicidade atribuida ao sorovar Gallinarum e sua
capacidade de causar alteracdes na qualidade dos neonatos®.

Além disso, para o tratamento inoculado com o gene spvC (T9) era esperado um
exacerbamento das possiveis alteracdes encontradas nos neonatos, devido a sua funcdo
associado ao crescimento bacteriano intracelular e disseminacdo®'®, o que poderia facilitar a
infeccdo sistémica e levar a diminuicdo da qualidade do neonato. Contudo, o resultado
observado estd em contraste com o relatado pela literatura, que a presenca do patdégeno no
incubatdrio leva ao nascimento de aves fracas, com baixo peso e moribundas que morrem
logo apds a eclosdo® e do resultado observado por Celis-Estupifian et al. (2017)° que relataram
apatia, prostracdo, penas ericadas e sinais de tifo aviario nas aves eclodidas apds a inoculagéo
do patégeno na camara de ar.

Embora as aves que eclodiram tenham apresentado parametros de qualidade
relativamente bons, o que confirma que a bactéria ndo foi capaz de infectar os embrides antes
da eclosdo. Apos a eclosédo foi possivel verificar mortalidade nas aves inoculadas na camara
de ar com o patdgeno contendo o gene spvC (T9), em que dos 20 neonatos apenas dois
chegaram a idade de necropsia com 28 dias, tendo uma mortalidade de 90%, o que pode ser
respaldado por Addwebi et al. (2014)% que relata aumento da mortalidade entre 40 a 100%.

Além disso, pode se verificar a presenca do patdgeno nos érgdos das aves dos

tratamentos inoculados, indicando que houve infeccdo das aves (Tabela 4).

TABELA 4. Pesquisa de Salmonella Gallinarum no coragéo, bago, figado e ceco das aves com 28 dias
de vida, distribuidos entre os tratamentos inoculados na camara de ar e via oral

Tratamento Coracéo Baco Figado Ceco

Inoculado em embriBes na cAmara de ar com 19 dias de incubagéo

N % N % N % N %

T7 (Controle) - - - - - - - -

T8 (Inoculado sem gene spvC) | 3/5 60 4/5 80 3/5 60 4/5 80

T9 (Inoculado com gene spvC) | 1/2 50 Y 50 1/2 50 1/2 50
Inoculado em neonatos via oral com um dia de vida

T10 (Controle) - - - - - - -

T11 (Inoculado sem gene spvC) - - - - - 5/5 100
T12 (Inoculado com gene spvC) - 2/5 40 - - 2/5 40
P 0,0802 0,1067 0,3135 0,0567

N&o houve diferenca (p < 0,05) entre os tratamentos pelo Teste Exato de Fischer. (-) representa resultados
negativos para a presenca da bactéria (0%).
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Salmonella Gallinarum foi capaz de infectar todos os 6rgdos pesquisados,
coragdo, baco, figado e ceco, das aves dos tratamentos inoculados via cdmara de ar com 19
dias, independente da presenca ou ndo do gene (Tabela 4). Estes resultados concordaram com
Prosdécimo et al. (2011)*, que também encontraram a bactéria em figado, coracéo, baco e
ceco de pintainhos inoculadas durante a incubagdo em niveis acima de 50% e com Celis-
Estupifian et al. (2017)° que relataram que 100% dos 6rg&os pesquisados foram positivos com
10 dias pos-eclosdo. A presenca da bactéria nos 6rgdos, independente da presenca do gene,
apoia 0 observado por Castilla et al. (2006)%* que relataram que a presenca do gene spvC
provavelmente ndo influenciou a colonizacéo do ceco ou a invasdo do figado e do baco. Além
disso, pode-se observar na Tabela 4 que as porcentagens dos 6rgdos contaminados das aves do
tratamento inoculado sem o gene (T8) sdo mais altas do que os 6rgaos das aves inoculadas
com o gene (T9), no entanto, as aves do tratamento inoculado com o gene na camara de ar
(T9) apresentaram alta mortalidade na primeira semana resultando em apenas duas aves para a
realizacdo da necropsia, nimero menor do que as cinco aves do tratamento inoculado sem o
gene (T8).

Esta alta mortalidade durante os primeiros dias pds-eclosdo também foi relatada
por Celis-Estupifian et al. (2017)° que observaram mortalidade de 11 das 17 (64,7%) aves
inoculadas na camara de ar. Este aumento da mortalidade pode ser relacionado a viruléncia
dos isolados utilizados, pois os autores utilizaram um isolado oriundo de surto de tifo aviario
que provavelmente apresentava fatores de viruléncia. Similarmente ao isolado utilizado neste
estudo de Salmonella Gallinarum que continha o gene spvC, gene conhecido como um dos
principais genes de viruléncia de Salmonella®.

A presenca do gene pode ter contribuido para o aumento da mortalidade, pois esta
condicdo ndo foi observada nas aves inoculadas sem o gene (T8) pela mesma via, que
apresentaram 0% de mortalidade. Este fato pode estar atribuido a presenca do gene spvC, pois
sabe-se que este gene bloqueia a fungdo pro-inflamatéria da resposta imune, suprimindo o
sistema imune®?’ ainda imaturo por serem aves recém-eclodidas®®, além de auxiliar na
disseminacao sistémica da bactéria”?%%,

A disseminagdo sistémica também pode ser observada na inoculacdo via oral em
neonatos, as aves do tratamento inoculado com o gene (T12) apresentaram bacos e cecos
positivos, demostrando uma possivel infecgdo sistémica, enquanto as aves inoculadas sem o
gene (T11) apresentaram apenas 0s cecos positivos, demostrando que houve apenas infec¢do

entérica. Este fato pode ser explicado pela fungdo do gene spvC de aumentar a sobrevivéncia
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do patdgeno fora do intestino, contribuido para o efeito sistémico do patégeno no organismo
do hospedeiro®l-32,

Diferentemente das aves inoculadas durante a incubacdo com Salmonella
Gallinarum contendo o gene (T9), as aves inoculadas por via oral ndo apresentaram
mortalidade, independente da auséncia ou presenca do gene spvC. Resultado semelhante
também foi observado por Berchieri et al. (2001)%, que obtiveram baixa mortalidade para as
aves inoculadas com 10? UFC, com inicio apenas apos nove dias de inoculagdo. Os autores
relataram ainda que o aumento da mortalidade e reducdo do tempo pdés-inoculacdo estd
associada com o aumento da dose inoculada, o0 mesmo foi relatado por Freitas-Neto et al.
(2007)34, que observaram mortalidade entre 7 a 40% e Hajam et al. (2018)2 com mortalidade
de 75% em aves inoculadas por via oral com um dia de vida com indculos de 108 e 10° UFC,
respectivamente, demostrando que a concentracdo do indculo pode afetar a mortalidade.

A presenca da bactéria nos 6rgdos também pode levar a alteracdo na biometria dos
orgdos infectados, como demonstrado na Tabela 5.

TABELA 5. Relacdo entre o peso em gramas da ave e dos 6rgdos coragdo, bago, figado e intestino das
aves necropsiadas com 28 dias, distribuidos entre os tratamentos inoculados na cdmara de

ar e via oral
Tratamentos Coragao Baco Figado Intestino
Inoculado em embrifes na cdmara de ar com 19 dias de incubagao
T7 (Controle) 0,74° 0,14 2,72 7,81°
T8 (Inoculado sem gene spvC) 1,312 0,34 5,26 9,022
T9 (Inoculado com gene spvC) 0,81° 0,25 3,43 9,902
Inoculado em neonatos via oral com um dia de vida
T10 (Controle) 0,78° 0,15 2,92 8,98?
T11 (Inoculado sem gene spvC) 0,87° 0,15 3,01 7,53
T12 (Inoculado com gene spvC) 0,92° 0,18 3,10 6,43"
CVv 27,26 62,01 36,89 19,46
P 0,0368 0,4830 0,2255 0,0168

Letras diferentes na mesma coluna indicam difereng¢a (p <0,05) entre os tratamentos pelo Teste de Scott-
Knott para todas as variaveis.

A inoculacdo na camara de ar da bactéria sem o gene spvC (T8) provocou
diminuicdo do ganho de peso das aves, sendo estatisticamente diferente do grupo controle
(T7), observa-se na Tabela 4 que a maioria das aves desse grupo apresentava infeccdo nos
orgéos, indicando que a salmonelose contribuiu para reducdo no ganho de peso. Além disso,

essas aves apresentaram o peso do coragéo e intestino significativamente maior do que as aves
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controles, e embora ndo haja diferenca estatistica, é possivel observar que os pesos de baco e
figado também foram maiores. Este aumento do peso dos 6rgdos pode indicar presencga de
processo inflamatorio e também foi relatado por Celis-Estupifian et al. (2017)° que
observaram aumento do coracédo, figado e baco nas aves inoculadas na cadmara de ar com
Salmonella Gallinarum.

A diferenca estatistica entre as aves inoculadas com Salmonella Gallinarum com o
gene spvC na camara de ar (T9) e as aves controles (T7) apenas para 0 peso do intestino se
deve provavelmente pela alta mortalidade observada para este grupo inoculado, em que das
duas aves necropsiadas, apenas uma foi positiva para o patdégeno (Tabela 4), indicando que a
outra ave do grupo ndo estava infectada e assim ndo apresentaria alteracGes na biometria dos
orgdos, justificando o porqué o grupo inoculado sem o gene (T8) tenha apresentado mais
diferencas com o controle (T7).

Para as aves do tratamento inoculadas por via oral foi observado menor ganho de
peso das aves inoculadas com a Salmonella Gallinarum com o gene (T12) em relagdo as aves
do controle (T10) e as aves inoculadas sem o gene (T11), indicando que provavelmente a
presenca do gene spvC foi capaz de levar a alteracGes, mesmo que ndo tdo aparentes, que
levassem a reducdo no consumo ou aproveitamento da racdo. O que pode estar relacionado as
funcbes do gene spvC de causar infeccdo sistémica e ser apontado como um dos principais
codificadores de fatores de viruléncia mediados por plasmideos®® e importante para
patogenicidade de Salmonella Gallinarum®’. Até mesmo porque, os pesos dos intestinos das
aves desse tratamento, juntamente com o0s pesos dos intestinos das aves do tratamento
inoculado sem gene (T11), foram significativamente menores do que o das aves do tratamento
controle, o que indica possivel problema no desenvolvimento do sistema digestivo
relacionado a presenca do patdgeno.

N&o foi observada hepatoesplenomegalia, achado considerado comum em aves
infectadas com Salmonella Gallinarum®. O que é compreensivel para as aves ndo inoculadas
com o gene, posto que estas ndo apresentaram infecgdes nos bacos ou figados, diferentemente
das aves inoculadas com o gene, que apresentaram 40% dos bagos positivos para a bactéria,
contudo mesmo que ndo tenha havido diferenca estatistica significativa, pode-se notar que o
baco dessas aves apresentaram valores relativos maiores do que o das aves controles e
inoculadas sem o gene.

N&o foram observadas diferencas na biometria para os outros 6rgaos pesquisados,
indicando que tanto a presenca da bactéria quanto a presenca do gene spvC ndo foram

suficientes para causar alteracbes nos Orgaos das as aves inoculadas via oral. Este fato era
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esperado considerando que ndo houve contaminacdo dos 6rgdos, como observado na Tabela
4, 0 que pode ser atribuida a baixa concentracdo de bactéria no indculo, pois estas sdo
dependentes da dose infectante®. Por outro lado, os mecanismos de interagdo do patdgeno
com o hospedeiro e a presenca de genes de viruléncia sdo complexos, como enfatizado por
Batista et al. (2018)*3, sendo necessarias mais investigaces para aumentar o conhecimento da
Tifo aviaria, principalmente relacionados a incubagdo comercial, a transmissdo e
disseminacdo do patdgeno® e diagndsticos com menos limitagdes como o tempo para o
resultado e a presenca reduzida em 6rgdos ou amostras do meio ambiente3.

Portanto, € importante ressaltar que, embora ndo se tenha encontrado grandes
diferencas entre os isolados de Salmonella Gallinarum sem e com o gene spvC durante a
infeccdo experimental de embrides e neonatos de Gallus gallus domesticus, ndo se pode
descartar completamente a importancia do gene e/ou dos estudos relacionados a presenca de
genes especificos, sua importancia na alteracdo da viruléncia dos sorovares e adaptacdo a
novos hospedeiros.

4. CONCLUSAO

Salmonella Gallinarum é capaz de causar mortalidade embrionaria em embrides
inoculados com um e 14 dias na cavidade alantdéide, mesmo com baixa concentracdo do
patégeno no indculo.

Em aves inoculadas na camara de ar com 19 dias de incubacdo, a presenca do
gene spvC em Salmonella Gallinarum nédo é capaz de afetar a mortalidade embrionéria, 0s
parametros de incubacdo como a qualidade dos pintos ao nascimento e a biometria dos érgéos
até os sete dias de vida.

A presenca do gene spvC determina infeccdo entérica e sistémica, enquanto o

isolado sem o gene restringe-se ao ceco nas aves inoculadas por via oral com um dia de vida.
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CAPITULO 4. INOCULACAO EXPERIMENTAL DE Salmonella HEIDELBERG
COM GENE prot6E EM POEDEIRAS COMERCIAIS

RESUMO

O gene prot6E estd associado a adaptacdo de Salmonella Enteritidis ao sistema reprodutor
das poedeiras e contaminacdo dos ovos. Com a deteccdo deste gene em Salmonella
Heidelberg foi desenvolvido este estudo para investigar a habilidade de Salmonella
Heidelberg com o gene prot6E de causar infecces em poedeiras comerciais e contaminagdo
dos ovos. Foi realizada inoculacdo experimental em 72 poedeiras, as quais foram distribuidas
em quatro tratamentos com 18 aves cada. Um tratamento controle (T1) em que ndo houve
inoculacdo e T2, T3 e T4 que receberam 2,1 X 10" UFC de Salmonella Heidelberg pelas vias
oral (T2), intravaginal (T3) e intravenosa (T4). As aves passaram por avaliacdo clinica diaria
e foi realizada a pesquisa de Salmonella Heidelberg com 12, 24, 48 horas, sete e 15 dias apds
a inoculacdo nas excretas e nas cascas, albumens e gemas dos ovos. Foi observado que nas
excretas houve o isolamento do patdgeno apenas com 12 horas ap6s a inoculacdo em 33%
(3/9) das aves inoculadas via oral e 66% (6/9) das aves inoculadas via intravaginal. Nos ovos,
0 patoégeno foi isolado com 24 e 48 horas, sete e 15 dias. Os ovos das aves inoculadas via
intravaginal tiveram a maior contaminacdo, com 13,3%, seguido dos ovos via oral com 4,4%
e via intravenosa com 2,2%. Conclui-se que Salmonella Heidelberg com gene prot6E néo foi
suficiente para causar salmonelose clinica em aves poedeiras, mas determinou contaminacao
dos ovos e do trato gastrointestinal de galinhas independente da via de inoculacdo, oral,
intravaginal e intravenosa.

Palavras chaves: Genes de viruléncia, ovos, poedeira, salmonelose, sistema reprodutor.

EXPERIMENTAL INOCULATION OF Salmonella HEIDELBERG WITH prot6E GENE IN
LAYING HENS
ABSTRACT

The prot6E gene is associated with the adaptation of Salmonella Enteritidis to the laying
reproductive system and egg contamination. With the detection of this gene in Salmonella
Heidelberg, this study was developed to investigate Salmonella Heidelberg's ability with the
prot6E gene to cause infections in commercial layers and egg contamination. Experimental
inoculation was performed in 72 layers, which were distributed in four treatments with 18
birds each. A control treatment (T1) in which there was no inoculation and T2, T3 and T4 that
received 2.1 X 107 CFU of Salmonella Heidelberg by oral (T2), intravaginal (T3) and
intravenous (T4) routes. The birds underwent daily clinical evaluation and Salmonella
Heidelberg was screened at 12, 24, 48 hours, 7 and 15 days after inoculation in excreta and
eggshell, albumen and egg yolks. It was observed that in excreta there was isolation of the
pathogen only 12 hours after inoculation in 33% (3/9) of birds inoculated orally and 66%
(6/9) of birds inoculated intravaginally. In eggs, the pathogen was isolated at 24 and 48 hours,
seven and 15 days. Eggs from birds inoculated intravaginally had the highest contamination,
with 13.3%, followed by eggs orally with 4.4% and intravenously with 2.2%. It was
concluded that Salmonella Heidelberg with prot6E gene was not sufficient to cause clinical
salmonellosis in laying birds, but determined contamination of eggs and gastrointestinal tract
of chickens regardless of oral, intravaginal and intravenous route of inoculation.

Keyworlds: eggs, laying hens, reproductive system, salmonellosis, virulence genes.
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1. INTRODUCAO

Salmonella se constitui em um dos agentes bacterianos mais incriminados em
surtos de infeccdo alimentar em humanos no mundo, com alto numero de hospitalizacdes e
mortes®. No Brasil, foram relatados 12.503 surtos de doencas veiculadas por alimentos
(DVAS) no periodo de 2000 a 2017 e Salmonella foi responséavel por mais de 30% destes. Os
ovos e produtos a base de ovos foram responsabilizados por 7,36%?2, sendo identificados
como uma das principais fontes alimentares de salmonelose humana?.

Salmonella Enteritidis tem sido o patégeno mais identificado em ovos* no
entanto, outros sorovares sdo capazes de colonizar os tecidos reprodutivos das galinhas e
contaminar os ovos durante seu desenvolvimento no sistema reprodutor®. Dentre estes,
destaca-se o sorovar Heidelberg, que possui capacidade de colonizar ovario e oviduto das
aves e tem sido relacionado com contaminacdo de ovos e surtos de doencas de origem
alimentar, com os agravos de ser um sorovar capaz de causar doenca invasiva em humanos® ’
e apresentar resisténcia a agentes antimicrobianos®.

A capacidade de Salmonella de colonizar e persistir no trato reprodutivo de
galinhas e de resistir aos mecanismos de defesa dos ovos esta atribuida a multiplos fatores de
viruléncia® 1%, sendo os genes de viruléncia os mais estudados'! e modificacdes nestes genes
podem alterar a expressdao das propriedades bacterianas inclusive relacionadas a capacidade
de causar infeccio e contaminagio dos ovos'? 3,

Além disso, isolados de Salmonella que apresentem diferentes genes podem surgir
em diversos reservatorios e ambientes!*, como ocorreu em relagio ao gene prot6E, que foi
detectado em Salmonella Heidelberg e Typhimurium (vide capitulo 2), sendo até entdo de
deteccdo exclusiva no sorovar Enteritidis®®.

O gene prot6E apresenta funcdo associada a colonizacdo dos érgdos do sistema
reprodutor das aves e consequente contaminacdo de ovos. E tem sido apontado como um dos
fatores de viruléncia relacionado com a maior capacidade do sorovar Enteritidis de colonizar
0s oOrgdos reprodutivos das aves e contaminar 0S 0v0S, em comparagdo com outros
sorovares'® 7. A deteccio desse gene em isolado de Salmonella Heidelberg aponta a
necessidade de estudos experimentais em poedeiras comerciais.

Por essa razao, o presente trabalho foi desenvolvido para investigar a habilidade
do isolado de Salmonella Heidelberg com o gene prot6E, de causar doenca clinica,
contaminar oS 0vos e permanecer no trato gastrointestinal de poedeiras comerciais inoculadas

pelas vias oral, intravaginal e intravenosa.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Local

O experimento foi conduzido nos Laboratérios de Bacteriologia e de Biologia
Molecular e no Nucleo Experimental de Doenca de Aves do Setor de Medicina Veterinaria
Preventiva, do Departamento de Medicina Veterinaria, Escola de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal de Goias (EVZ/UFG), aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais da UFG com numero de protocolo registro CEUA/UFG 045/2016.

2.2 Caracterizagao do isolado de Salmonella

Foi utilizado isolado de Salmonella Heidelberg proveniente de ovos liquidos
congelados, tipificado pelo laboratério FIOCRUZ — RJ e estocado em &gar nutriente em
refrigeracdo desde 2016, o qual compde o acervo do Laboratorio de Bacteriologia do Setor de
Medicina Veterinaria Preventiva da EVZ/UFG.

Previamente, foi pesquisada a presenca de genes plasmidiais de viruléncia, por
meio da PCR em tempo real, e foi constatado a presenca do gene do gene prot6E e auséncia
do gene spvC em isolado de Salmonella Heidelberg continha o gene prot6E. As aves foram

inoculadas aproximadamente dois meses apds a deteccao dos genes.

2.3 Delineamento experimental

Foram alojadas 72 aves poedeiras HyLine W 36, livres de Salmonella,com idade
de 20 semanas, em fase de pré-postura, cedidas pelo Setor de Avicultura da EVZ/UFG. As 72
aves foram distribuidas aleatoriamente em quatro tratamentos, com 18 aves por tratamento e
nove repeticdes e duas aves por repeticao.

As aves do tratamento controle (T1) constituiram o grupo ndo submetido a
inoculacéo.

As aves inoculadas via oral (T2) receberam diretamente no inglavio 1 mL de
solucéo salina tamponada contendo 2,1 X 10" UFC de Salmonella Heidelberg.

As aves inoculadas via intravaginal (T3) receberam a mesma concentracdo do
indculo via oviduto, por meio da introducdo de uma canula fina de silicone. Foi preconizada a
introducdo de 10 cm da canula para deposicao do indculo na regido do istmo.

As aves inoculadas via intravenosa (T4) receberam a mesma concentracdo do

indculo, com auxilio de agulha hipodérmica de medida 25 x 0,8mm e seringa, na veia ulnar.
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2.4 Preparacgao do indculo

Isolados da Salmonella Heidelberg foram repicados em &gar verde brilhante para
avaliar a pureza e incubados em temperatura de 37°C por 24 horas. As unidades formadoras
de colonia (UFC) foram entdo suspensas em solucdo salina tamponada a 0,85% e
armazenadas a 4°C. A concentracdo do indculo foi ajustada com auxilio da escala Mac
Farland, de acordo com Fernandez et al. (2001)* e confirmada por plagueamento em
diluicdes seriadas em agar verde brilhante, com as placas incubadas em temperatura de 37°C

por 24 horas e contagem das UFCs.

2.5 Manejo das aves

As aves dos grupos controle e inoculados foram mantidas por 55 dias em baterias
de aco galvanizado com trés andares e trés gaiolas cada bateria, com bandejas para
recolhimento de excretas, comedouro e bebedouro, do tipo linear, feitos de chapas
galvanizadas. As gaiolas tinham a dimens&o de 100 cm x 45 cm x 40 cm e os bebedouros e
comedouros tinham 49 cm. As aves dos quatro tratamentos eram alimentadas com racdo e
agua fresca.

As aves ndo infectadas (tratamento controle) e infectadas com o patégeno
(tratamentos inoculados) foram criadas em alojamentos separados, em baterias diferentes,
porém com condi¢des ambientais semelhantes, o qual era controlado duas vezes ao dia para
assegurar conforto térmico. Os baldes com racgdo, as caixas de ovos, o material de limpeza e
0s equipamentos de protecdo pessoal (EPIs) eram de uso exclusivo para cada tratamento.

As aves foram submetidas a programa de luz sugerido para a linhagem e idade de
acordo com o Guia de Manejo da Hy-line, o tempo de luz era mantido por timers com a

mesma programacao para os quatro tratamentos.

2.6 Pesquisa de Salmonella Heidelberg

As amostras foram processadas de acordo com a metodologia descrita por
Georgia Poultry Laboratory (1997)!°, com modificacbes. Foram realizadas pesquisas do
patdgeno nas excretas e nos ovos com 12, 24, 48 horas, sete e 15 dias apds a inoculagdo e
também em cada primeiro ovo produzidos pela repeticdo, independente do tempo de
inoculacdo. Cada tratamento continha nove repeti¢fes, nas quais foram pesquisados 0s 0vos
postos nos cinco intervalos de tempo apos a inoculagdo (12, 24 e 48 horas, sete e 15 dias),

totalizando 45 ovos analisadas para cada tratamento.
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As excretas foram coletadas em papel esterilizado, 25g de cada repeticao,
colocadas em stomacher contendo 225 mL de agua peptonada 1%. Para 0s ovos, a pesquisa
foi realizada na casca, albumen e gema individualmente. Inicialmente o albumen foi retirado
por meio de seringa, a gema entdo foi vertida em placa de Petri esterilizada e a casca foi
macerada em outra placa esterilizada. Cada ovo entdo constituiu trés amostras, que foram
colocadas em tubos de ensaio contendo dgua peptonada 1% na proporcéao de 1:10.

As amostras de excretas e ovos em agua peptonada foram incubadas a 37°C por
24h, depois foram transferidas 1,0 mL dessa solucdo para 9,0 mL de caldo selenito cistina
(CS) e 0,1 mL para 10,0 mL de caldo Rappaport Vassiliadis e incubadas a 37°C por 24h. Em
seguida, com auxilio de uma alca de niquel-cromo, aliquotas foram plaqueadas por
esgotamento em estrias, em duplicata para os agar seletivos: Verde brilhante e Hektoen ou
Salmonella-Shigella e incubados a 37°C por 24h.

Foram entdo selecionadas de trés a cinco UFC com caracteristicas morfoldgicas
de Salmonella e transferidas para tubos contendo triplice aclcar ferro (TSI) e incubados a
37°C por 24h. As culturas em que os tubos de TSI apresentaram crescimento sugestivo de
Salmonella foram submetidas a producdo de urease, indol, vermelho metila, motilidade,
descarboxilase de lisina, malonato e citrato de Simmons. Isolados com bioquimica compativel

de Salmonella foram confirmadas pelo teste sorolégico com soro anti-O.

2.7 Avaliagao clinica
As aves foram observadas diariamente, os sinais clinicos e a mortalidade foram

anotados em ficha prépria para cada grupo.

2.8 Analises estatisticas
Os dados foram avaliados utilizando o software R (Core Development Core Team,
2018). As frequéncias foram comparadas pelo Teste Exato de Fischer para cada intervalo de

tempo separadamente. Foi adotado nivel de 0,05 de significAncia em todos os testes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Pesquisa de Sa/monella Heidelberg nas excretas

As excretas, independente do tratamento foram negativas para Salmonella
Heidelberg com 24, 48 horas, sete e 15 dias. Nos grupos inoculados, o patégeno foi isolado de

excretas apenas com 12 horas ap6s inoculagéo, conforme Tabela 1.
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TABELA 1 - Salmonella Heidelberg recuperada das excretas com 12 horas ap6s a inoculagdo por
diferentes vias de infeccdo

Positivas
Tratamentos /N %
T1 (Controle sem inoculagéao) - 0?
T2 (Inoculado via oral) 3/9 33,3"
T3 (Inoculado via intravaginal) 6/9 66,6°
T4 (Inoculado via intravenosa) - 0?
p <0,001

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca (P<0,05) entre os tratamentos pelo Teste Exato de Fisher.
(-) representa amostra negativa.

A colonizacéo intestinal de Salmonella, principalmente do ceco, pode resultar na
excrecdo do patdgeno nas fezes. No entanto, normalmente, em organismos saudaveis com a
microbiota intestinal estabelecida a bactéria rapidamente é eliminada do intestino por
competicdo com a microbiota benéfica®®

A presenca do patdgeno nas excretas, apenas com 12 horas apds a inoculagéo,
difere dos resultados obtidos em experimentos realizados com inoculacdo de Salmonella
Heidelberg via oral em poedeiras por Gast et al. (2007)?! e Gast et al. (2017a)°, que
encontraram excretas positivas com cinco® e sete?® dias ap6s inoculagio. Ainda, de acordo
com Gast et al. (2004)??, a duracdo média de eliminacio fecal em poedeiras adultas, para o
sorovar Heidelberg, é de trés semanas, mesmo com inoculacdo oral de doses muito altas.

Neste estudo, foi utilizada a dosagem de 10" UFC/mL, Gast et al. (2017a)° e Gast
et al. (2017b)? utilizaram 108 UFC/mL e Gast et al. (2004)?* utilizaram 10°. A excrecio do
patégeno pelas fezes pode variar com a dose infectante e a menor dose pode resultar em
menor colonizacdo e excre¢do. Contudo, mesmo que a persisténcia intestinal esteja associada
com a dose do indéculo, a excrecdo de Salmonella ocorre de forma intermitente e varia de
acordo com a categoria da amostra analisada e com a maturidade dos tecidos linfoides
associados & mucosa intestinal (GALT) do individuo®*, o que pode resultar em tempo de
excrecédo diferenciando, ainda que se utilizem isolados do mesmo sorovar.

Além disso, sabe-se que o mesmo isolado pode apresentar diferentes parametros
de infeccdo apds passarem por pressdo seletiva?’, indicando que o meio pode alterar a
expressao dos fatores de viruléncia. O isolado utilizado no estudo era oriundo de ovos
liquidos e apresentava auséncia do gene plasmidial spvC, o que provavelmente reduziu a
sobrevivéncia e replicagdo da bactéria nas células do hospedeiro. Isso porque, 0 gene spvC
estd envolvido, principalmente, no crescimento da bactéria nas células infectadas e auxilio na

disseminacdo sistémica® 26, Portanto, a auséncia do gene spvC no isolado de Salmonella
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Heidelberg utilizado pode ter contribuido com a baixa persisténcia do patdégeno no ceco das
aves e na baixa recuperacéo do patdgeno nas excretas.

A recuperacdo de Salmonella inoculada por via oral e intravenosa, difere do
observado por Gast et al. (2002)?", os quais obtiveram maior frequéncia de recuperagio nas
excretas das aves que foram inoculadas por estas mesmas vias com o sorovar Enteritidis.
Segundo Gast et al. (2017a)°, a comparagdo entre isolados, mesmo que do mesmo sorovar,
ndo permite a generalizacdo das propriedades invasivas. Resultados diferentes entre o0s
estudos também podem ser explicado pela presenca de fatores de viruléncia expressos ou pela
a maior capacidade invasiva do patdgeno inoculado. Além disso, as aves podem apresentar
uma microbiota menos competitiva com o patdgeno, 0 que aumenta a concentracdo de
bactérias e consequentemente uma maior eliminagéo fecal?,

Verificou-se, neste estudo, que a bactéria ndo foi isolada das excretas quando as aves
foram inoculadas por via intravenosa. Provavelmente, ela ndo conseguiu burlar o sistema
imune presente na corrente sanguinea, fato que pode ser relacionado a auséncia do gene spvC,
gue atua na regulacdo da liberacdo de citocinas, blogueia a funcdo pré-inflamatoria e suprime
o sistema imunoldgico do hospedeiro?®2%3931 Nas aves, os heterofilos sdo as primeiras
células a migrarem para o local da inflamac&o e além de realizarem fagocitose, também séo
responsaveis pela producdo de citocinas durante a resposta a Salmonella enterica, o que faz
com que a imunidade celular seja direcionada contra patogenos intracelulares®2,

A bactéria foi isolada das excretas quando inoculada pela via intravaginal, pois
diferentemente da via intravenosa, a mesma conseguiu burlar o sistema de defesa presente no
oviduto, fato que pode ser associado a presencga do gene prot6E. No oviduto, especificamente
no magno, é produzido o albumen, que contém substancias antimicrobianas que podem
danificar o DNA e a parede celular das bactérias, o que dificulta ou até impede a
sobrevivéncia e a disseminacdo de Salmonella no sistema reprodutor®®. E o gene prot6E
propicia maior interacdo da bactéria com os componentes da albumina e facilita a colonizacdo
dos tecidos do sistema reprodutivo®3+%,

A maior e mais longa deteccdo de Salmonella Heideberg nos ovos do que nas excretas
sugere ndo haver relagéo entre a infecgéo intestinal e a contaminacdo de ovos, resultado que
se respalda em Gast et al. (2005)?°, os quais ndo observaram relagdo entre a duracio média da
excrecdo fecal de Salmonella Heidelberg com frequéncia de ovos contaminados. Assim, pode-
se concluir que ndo existe uma relacdo entre a persisténcia da eliminacéo fecal e a producéo

de ovos contaminados com Salmonella.
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3.2 Pesquisa de Salmonella Heidelberg nos ovos

Amostras dos ovos do tratamento controle mantiveram-se negativos durante todo
0 experimento, assim como todos 0s primeiros 0vos postos apos a inoculagéo,
independentemente do tempo transcorrido e da via de inoculacéo do patdgeno.

Os ovos oriundos das aves inoculadas com o patdégeno via oral (T2) foram
positivos apenas apoOs sete dias de inoculacdo, em duas das nove parcelas pesquisadas
(22,2%). Para inoculacdo via intravaginal (T3), uma parcela das nove (11,1%) foi positiva
com 24 e 48 horas e duas das nove (22,2%) foram positivas com sete e 15 dias apés a
inoculacdo. Para o tratamento que recebeu o indculo via intravenosa, apenas 0s ovos de uma

parcela foram positivos (11,1%), com 48 horas ap0s a inoculacdo (Tabela 2).

TABELA 2- Salmonella Heidelberg em ovos aos 12, 24 e 48 horas, sete e 15 dias apds a inoculagdo
experimental em poedeiras

12horas 24horas 48horas 7 dias 15 dias
Intervalos/Tratamentos

NN % inN % nlN % inN % {nN %
T1 (Controle sem inoculagéo) - - - - - - - - - -
T2 (Inoculado via oral) - - - - - - 219 22 - -
T3 (Inoculado via intravaginal) - - /9 11 {1/9 11 {2/9 22 {219 22
T4 (Inoculado via intravenosa) - - - - 19 11 - - - -

Y 1,00 1,00 1,00 0,29 0,59

N&o houve diferenca (p<0,05) entre os tratamentos pelo Teste Exato de Fisher. (-) representa auséncia da
bactéria em nove das amostras testadas (0%).

No grupo inoculado via oral, duas parcelas foram positivas aos sete dias apds a
inoculagdo, o que estd em acordo com Gast et al. (2004)?2, os quais relataram que a maior
contaminacdo dos ovos ocorre entre sete e 10 dias ap0s inoculacdo oral. A capacidade do
sorovar Heidelberg de causar contaminagdo em ovos ndo esté totalmente esclarecida, acredita-
se estar relacionada as caracteristicas genotipicas dos isolados utilizados.

Para os ovos oriundos das aves inoculadas via oral e via intravenosa, observou-se
com o decorrer do experimento que as aves foram capazes de controlar a infeccdo e néo
produziram mais ovos contaminados. O que pode ser atribuido a fatores relacionados a
imunidade e resisténcia do hospedeiro como a mudangas na composi¢io da microbiota®® e

também ao avanco da idade das aves®’.
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TABELA 3. Salmonella Heidelberg na casca, albimen, gema e ovo inteiro apds a inoculagdo
experimental em poedeiras

Intervalos/Tratamentos Casca Albumen Gema Ovo inteiro
N % N % N % N %
T1 (Controle sem inoculacéo) - - - - - - 0/45 02
T2 (Inoculado via oral) 1/45 2,2 1/45 2,2 2/45 4.4 2/45  4.43b
T3 (Inoculado via intravaginal) 5/45 11,1 | 4/45 89 2/45 44 | 6/45 13,3°
T4 (Inoculado via intavenosa) - - 1/45 2,2 1/45 2,2 1/45  2,23b
p 0,06 0,16 0,76 0,03

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca (P<0,05) entre os tratamentos pelo Teste Exato de Fisher.
(-) representa auséncia da bactéria em 45 das amostras testadas (0%). Ovo inteiro significa qualquer estrutura
contaminada.

Verifica-se na Tabela 3, que houve diferenca estatistica apenas entre as aves
inoculadas via intravaginal (T4) com o tratamento controle (T1). Este resultado corrobora
com Gast et al. (2002)?’, que também n&o encontraram diferenca significativa entre as vias de
inoculacdo oral e intravenosa para contaminacdo de albumen e gema. Segundo 0s autores,
estes dados podem indicar que a inoculacdo via intravenosa pode ter aplicabilidade limitada
quando se refere a contaminacdo das estruturas dos ovos.

A inoculacdo direta no oviduto (T2 - via intravaginal) apresentou maior
contaminacdo de albumen e de casca dos ovos em relacdo aos tratamentos inoculados via oral
e intravenosa. Sabe-se que o albumen, que é formado no istmo e magno, possui elementos
antimicrobianos que podem impedir o crescimento e sobrevivéncia da bactéria, tais como a
lisozima e a ovotransferrina, que sdo as principais proteinas do albimen com atividade
antimicrobiana®. Para as bactérias driblarem as atividades antimicrobianas é necessario que
haja a expressdo de genes. Dentre estes destaca-se o prot6E, que apresenta a fungédo
relacionada & interagdo com a albumina, proteina mais abundante no albtimen do ovo®8.

A presenga da bactéria na casca de ovos oriundos das aves inoculadas via oral
(T2) e via intravaginal (T3) pode ser explicada pelo patégeno nas excretas. As cascas podem
ter sido contaminadas durante a ovoposicdo, pelas excretas presentes na cloaca, ou ainda
durante sua formacdo no Utero, que pode ter sido infectado pela via ascendente, quando as
fezes presentes na cloaca migram para o sistema reprodutor por meio da vagina. Ainda, as
excretas contaminadas também podem ter levado a contaminacdo das cascas ap0s a postura,
pelo contato direto no meio ambiente®*“°. Provavelmente, a auséncia de cascas contaminadas
nos ovos das aves inoculadas via intravenosa (T4) esta relacionada com a auséncia de excretas
contaminadas deste tratamento (Tabela 1).

A contaminagdo da gema foi menor do que a contaminagdo da casca e albimen

nas aves inoculadas via intravaginal (Tabela 3), 0 que estd em desacordo com Gast et al.
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(2002)?" e Hervé-Grépinet et al. (2010)*!. Os autores afirmaram que a gema pode sofrer maior
contaminacdo, por ndo apresentar um sistema de defesa proprio. No entanto, para a
inoculacdo por essa via era necessaria que ocorresse a migracdo, por via ascendente, do
patdgeno até o ovario e infundibulo, locais em que ocorrem a formacéo e captacdo da gema,
respectivamente, e que estdo na regido cranial do sistema reprodutor. Por isso, o patdgeno foi
mais encontrado no albumen e na casca, pela proximidade da formacdo dessas estruturas
(magno e Utero) com a regido da inoculacéo (istmo).

Para os ovos oriundos das aves inoculadas via oral e intravenosa, a contaminagéo
da gema possivelmente ocorreu em decorréncia da infeccdo do ovario pela disseminacéo
sistémica da bactéria. Gast et al. (2007)?! observaram maior frequéncia na contaminacéo do
ovario do que do oviduto de galinhas inoculadas com Salmonella Heidelberg pela via oral, no
entanto ndo houve diferenca estatistica significativa entre os 6rgdos do sistema reprodutor e
também sem diferenca entre a producdo de gemas e albumen contaminados. Os autores
verificaram apenas cinco e seis amostras positivas, respectivamente, das 323 pesquisadas,
indicando uma baixa contaminagdo dos ovos.

A baixa frequéncia de ovos positivos encontrada neste estudo também se sustenta
em Humphrey et al. (1991)* e Gast & Holt (2000)*, que verificaram que a inoculacéo
experimental em galinhas poedeiras pela via oral, mesmo que com doses muito altas da
bactéria, pode determinar uma baixa frequéncia de ovos contaminados. Também Gast et al.
(2002)?" ndo observaram diferencas significativas no isolamento de Salmonella nos ovos entre
as vias de inoculacdo oral, respiratdria e intravenosa. Assim como observado por Myamoto et
al. (1997)* que utilizaram as vias de inoculagéo intravaginal e intravenosa e ndo observaram
diferenca na recuperacao da bactéria nos ovos.

Myamoto et al. (1997)* relataram contaminagio de 9,6% dos ovos oriundos das
aves inoculadas via intravaginal, achado semelhante ao encontrado neste trabalho para mesma
via de 13,33%, mesmo que os autores tenham utilizado o sorovar Enteritidis. Esse fato se
deve, provavelmente, a presenca do gene prot6E no isolado de Heidelberg, que propiciou a
colonizagdo de ovos, inibindo os mecanismos de defesa do albumen. Este fato é semelhante
aos encontrados para Salmonella Enteritidis que de modo geral, apresenta maior incidéncia de
contaminacio de ovos®?! e melhor capacidade do de invadir os 6rgdos reprodutores das aves
do que o sorovar Heidelberg®.

O sorovar Heidelberg utilizado neste estudo também apresentou capacidade de
colonizagdo semelhante ao sorovar Enteritidis e maior que o sorovar Heidelberg relatado por

Okamura et al. (2001)*. Os autores fizeram comparagdo do sorovar Heidelberg com o sorovar
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Enteritidis e ressaltaram que o sorovar Enteritidis apresenta vantagens especificas na
colonizagdo dos tecidos vaginais das galinhas. Além disso, os autores também ndo
encontraram ovos positivos para Heidelberg na inoculacdo via intravaginal, resultado
diferente do encontrado neste estudo, no qual ocorreram ovos positivos para mesma via. Este
resultado sugere que a presenca do gene prot6E influenciou a habilidade do sorovar de aderir
as células do sistema reprodutor das aves.

Para a via intravenosa, a baixa contaminacdo dos ovos obtidos também foi
observada por Okamura et al. (2001)*¢, que ndo encontraram resultado positivo ao inocularem
poedeiras com Salmonella Heidelberg pela mesma via. Este resultado sugere a incapacidade
do sorovar de burlar o sistema de defesa presente na circulacdo sanguinea e que,
provavelmente, o gene prot6E ndo esteja relacionado a esta atividade, pois ainda sdo limitadas
as informagcdes disponiveis sobre os mecanismos e fungdes precisas desse gene?’.

A maior contaminacdo observada nos ovos das galinhas inoculadas via
intravaginal pode estar associada a fungdo do gene prot6E, o qual possibilita a fixacdo da
bactéria no oviduto. De acordo com Clavijo et al. (2006), o gene prot6E é responsavel por
codificar uma fimbria de superficie que desempenha um papel de interacdo com a albumina e
possibilita a adesdo da bactéria a superficie da células glandulares do oviduto®®.

A bactéria inoculada via oral precisa infectar inicialmente o intestino e depois se
disseminar até os 6rgdos reprodutivos. Como a cepa de Salmonella Heidelberg testada néo
apresentava o gene spvC, importante fator de viruléncia que possui funcdo de auxiliar na
disseminacdo da bactéria*®, era esperada menor capacidade em contaminar 0s ovos na
inoculagéo via oral em comparagdo com via intravaginal. Pois, no caso da inoculagdo direta
no oviduto, a presenca do gene prot6E propiciou a sobrevivéncia da bactéria no sistema
reprodutor e maior contaminacdo dos ovos sem a influéncia do gene spvC, pois o patogeno
ndo precisou infectar as células intestinais e disseminar para o ovario e oviduto.

Ressalta-se que a eficiéncia de um isolado em colonizar sistemas ndo pode ser
atribuida apenas a presenca de um gene especifico, necessitando da expressdo coordenada de
varias propriedades fenotipicas complementares, como destacaram Gast et al. (2002)?’.

A propensdo de invadir 6rgdos reprodutivos e contaminar ovos pode variar
significativamente entre isolados, mas, de modo geral, os isolados ndo demonstram afinidades
por locais especificos do trato reprodutivo das aves que poderiam culminar em contaminagéo
das partes dos ovos relacionadas as regides de deposicdo?. Tal conclusio foi observada para o

sorovar Heidelberg utilizado neste estudo, que ndo demostrou tropismo por regido especifica
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do sistema reprodutor, pois as inoculagGes pelas trés vias resultaram em contaminagdo de
albimen, gema e casca, mesmo que baixas.

A baixa contaminacao ndo inviabiliza a importancia da presenca do patégeno em
ovos, especialmente por suas implicacdes para os consumidores. Pois, segundo Robert &
Scharff (2018)°, os consumidores ndo sdo capazes de avaliar os riscos relacionadas aos ovos
contaminados, mas isso ndo quer dizer que os consumidores sdo completamente impotentes
frente suas escolhas no mercado, uma vez que, 0s mesmos podem escolher produtos como

ovos pasteurizados quando a necessidade de utiliza-los de forma cru ou mal cozido.

3.3 Avaliagao clinica

Durante o experimento, nenhuma ave, independente da via de inoculagdo
apresentaram alteracOes clinicas aparentes. Este resultado era esperado e esta de acordo com
os relatos em literatura, mesmo para a inoculacdo intravenosa, que é considerada a mais
invasiva®L,

As galinhas poedeiras em fase adulta possuem microbiota intestinal estabelecida e
o sistema imune desenvolvido, o que as torna menos susceptiveis as infec¢bes por Salmonella
em condicBes naturais. Mesmo em infeccBes experimentais, que apresentam caracteristicas
diferentes das que ocorrem naturalmente, especialmente pela alta dosagem infectante
utilizada, raramente se observa aparecimento de doenga clinica ou mortalidade®?.

Gast et al. (2005, 2007 e 2017a)°>?%?2 em seus estudos com inoculagio
experimental de Salmonella Heidelberg em poedeiras também ndo relataram alteracGes
clinicas e mortalidade nas aves. Este fato pode ser indicativo, assim como o observado no
presente trabalho, de que este sorovar ndo possui a capacidade de causar doenca clinica e
mortalidade em aves adultas, mesmo com inoculacdo de altas doses infectantes e em
diferentes vias.

Outro fator a ser considerado é que o gene plasmidial prot6E, presente nesta
Salmonella Heidelberg ndo aparenta ter funcdo atribuida a infeccdo intestinal ou sistémica que
possa culminar no aparecimento de alteracbes clinicas, embora sua funcdo ndo esteja
totalmente esclarecida®®. Além disso, o isolado de Salmonella Heidelberg utilizado apresentou
auséncia do gene spvC, que, segundo Haneda et al. (2012)*°, é um importante fator de
viruléncia que auxilia na disseminag&o sistémica.

Acrescenta-se ainda que, o resultado da infeccdo por Salmonella depende de
diversos fatores principalmente relacionados ao hospedeiro, como idade, estado imune,

fatores genéticos e ambientais, e relacionados a bactéria, como a presenca e expressdo dos
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fatores de viruléncia®. Considerando que o sorovar Heidelberg ndo é dito como espécie-
especifico para as aves e que o fator de viruléncia encontrado no isolado nédo esté relacionado
ao aparecimento de doenca clinica, 0 seu ndo aparecimento era esperando.

A producdo de excretas e ovos contaminados sem a apresentacdo de doenca
clinica pode ser um agravante e dificultar o diagnostico de doenca na cadeia avicola, levando
a producdo de ovos contaminados que podem chegar ao consumidor final e causar danos a
salde publica. O que, por certo, ressalta a importancia da vigilancia epidemiologica constante,

mesmo em lotes que ndo apresentem sintomatologia.

4. CONCLUSAO

Inoculacdo experimental do isolado de Salmonella Heidelberg, com gene prot6E,
ndo € suficiente para causar salmonelose clinica em aves poedeiras, mas determina
contaminacgdo dos ovos e colonizacdo temporaria do trato intestinal de galinhas, independente

da via de inoculagéo, oral, intravaginal e intravenosa.
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CAPITULO 5. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de muitas vezes associados negativamente a surtos de infeccbes
alimentares, principalmente por Salmonella, os ovos sdo amplamente utilizados na nutricdo
humana como uma importante fonte de proteinas de origem animal de baixo custo. Para evitar
essa associacdo negativa e promover o crescimento do setor avicola de postura, s&o
necessarias campanhas voltadas para conscientizacdo das boas praticas dos consumidores e
manipuladores de alimentos, além de pesquisas cientificas voltadas para a compreensdo
profunda das caracteristicas das infeccbes em galinhas poedeiras e dos mecanismos de
contaminacgdo dos ovos.

Em caso de Salmonella, é necesséario identificar os sorovares mais envolvidos em
surtos alimentares por consumo de ovos contaminados, suas caracteristicas genéticas e
evolutivas, estabelecendo assim, embasamento necessario para elucidar a patogénese e as
relacOes especificas entre patdgeno e hospedeiro.

A deteccdo de genes em diferentes sorovares, bem como o entendimento da sua
real relevancia na capacidade de alterar a viruléncia dos mesmos, pode colaborar para uma
melhor compreensédo da troca de fatores genéticos entre 0s sorovares e das possiveis relacdes
entre patdgeno e hospedeiro contribuindo para o desenvolvimento de vacinas com deplecgéo
de genes e novas abordagens para controle da bactéria. Em suma, estudos devem ser
conduzidos para concluir se a presenca de apenas um gene especifico é suficiente para indicar
infeccdo em aves e contaminacdo de ovos.

Observou-se que a presenca do gene nao alterou a mortalidade embrionaria em
ovos inoculados pela via alantoide com um 1 dia, com 14 dias de incubacdo, e pela via camara
de ar com 19 dias de incubagdo. Tampouco alterou a qualidade dos neonatos. Apesar disso, as
aves que foram inoculadas com o isolado ainda durante a incubacdo, apresentaram maior
mortalidade na primeira semana de vida. Além disso, a inoculagéo de Salmonella Gallinarum
com o gene spvC em neonatos com um dia de vida levou a disseminagdo sistémica, enquanto
na inoculagdo com isolado sem o gene, 0 patdgeno permaneceu apenas no sistema digestivo,
apresentando infeccdo entérica. Portanto, a presenca de genes especificos podem alterar as
caracteristicas de viruléncia dos isolados que os contenham.

Ademais, estudos de deteccdo de genes de viruléncia também colaboram para
compreender a troca de fatores genéticos entre 0s sorovares e suas possiveis relagdes entre
patdgeno e hospedeiro. Como mostrou a pesquisa do gene prot6E em diferentes sorovares de

Salmonella provenientes da cadeia avicola, este gene, atribuido até entdo, apenas ao sorovar
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Enteritidis, foi detectado nos sorovares Salmonella Heidelberg e Typhimurium, podendo
indicar a capacidade de troca dos elementos genéticos entre os sorovares de Salmonella e
também das relagdes entre sorovares especificos, funcdes dos genes e maior frequéncia em
determinados hospedeiros. Este fato pode ser exemplificado pela associacdo do sorovar
Enteritidis com o gene prot6E em aves poedeiras e ovos, devido a funcdo do gene em
melhorar a capacidade de sobrevivéncia do patdgeno em albumen.

Portanto, sdo necessarios estudos que possam elucidar se a presenca de apenas um
gene especifico é suficiente para alterar a capacidade de causar infeccdo e contaminacgéo pelos
sorovares que contenham este gene. Como foi realizado o estudo de inoculagdo experimental
de Salmonella Heidelberg com o gene prot6E em poedeiras para verificar sua capacidade de
contaminar ovos e excretas. Os resultados indicaram que a maior contaminacdo pela
inoculacdo via oviduto sugere que a presenca do gene prot6E possa ser capaz de induzir o
aumento na capacidade do sorovar Heidelberg de sobreviver no sistema reprodutor de aves,
podendo ser um dos possiveis motivos para 0 aumento recente da frequéncia do sorovar em
galinhas de postura. Em virtude disso, sdo necessdrias mais pesquisas que comparem
Salmonella Heidelberg com o gene prot6E e sem o gene prot6E, com o intuito de mensurar o
real aumento da capacidade de contaminar ovos e causar infecgdo de aves poedeiras dos
isolados que apresentem o gene prot6E.

O maior conhecimento sobre os genes de viruléncia tem permitido a compreensédo
de fatores, como o aparecimento de sorovares em diferentes nichos e as caracteristicas de
viruléncia especifica de cada sorovar. O que pode resultar no desenvolvimento de
medicamentos e vacinas mais eficientes, seguros e acessiveis, além da ampliacdo dos métodos
de controle e monitoramento epidemioldgico. Assim sendo, a busca por medidas protetivas ao
risco de contaminacao da criacdo avicola e seus produtos, € de fundamental importancia para
a consolidacdo da avicultura como uma das mais seguras cadeias de producdo animal para o

consumidor final.
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ANEXO Parecer de Aprovagdo no Comité de Etica

MINISTERIO DA EDUCACAD | ‘
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOILAS , Py
PRO-EEITORIA DE PESQUISA E INOVACAOD *@
COMISSAO DE ETICA NO USD DE ANDMATS/CEUA UFG

Goiania, 27 de agosto de 2016

PARECER REFERENTE A0 PROJETO PROTOCOLADO NESTA COMISSAO SOB O N. 045/2016

I - Fimabidsde do projeto (pesquisa‘ensing); Pesquisa

II - Identificacio:
3 Titolo do projeto: AFALLICIO DA PATOGENICIDADE DE GENES DE FIRULENCI4 DE Saimoneila p. E
MECANTSAOS DE TRANSMISS0 EM POEDEIR.AS,
3 Pesquisadera Responsivel/ Unidade: Maria Awrdliadors Andrade
Escala de veterindria & Zootecnia EVZ-UFG

O Pesguizadores Participantes:
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Cintia Sihra Mivorfra o Resanda - .
o ' B 2R Midica Pl fo cascucin A
bt aties. copg be 3E41 2144 TREA22S Viotiadr Ciogoma Drajete n de
elrlenglic dis aves
[ttt e Lilipi
EVZUFS Aiwdhar ni enscacla
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Crurrya Blare Cardons da Morsss Madica .
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_ _ _ Colaboradors. Auxilier
Ana Mory Almeids EVZURE Mladica Al fui sl do prcjen:
Iyt iartos ooy b B S GIE L CO0DE WVemzdma nicliga de mensjo ©
cringdio dush drvesh
O Medico Veterinario Responsavel:
Noow Wrtmnaro do CRM
Mana Amohadon Andrade LA LEEY i .
0O Umdade onde sera reabizado: Escola ge Vetennama e Jootecma — L Federal de Goias, Gotamia/\G0.

O Data de apresentacio a CEUA: 08072016

T - Objetives e justificativa do projeta:

Segundo a pesquisadara respensavel, o chjetivo deste estado ¢ investigar os genes de viniléncia e de resisténcia de
Saimanella sp. Bolados de diferentes amositas da cadeia avicola Gofapa, bem como a capacidads de Sadmonello
eXpressar sua patogemicidade em aves de postura e se disseminar, via ovo comercial Para tanto, sera realizado um
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Pro-Rasitoria de Posquisa o Inovac3o/PRPI-UFG, Caica Pestal: 131, Predic da Raitoria, Piso |, Canpus Sammaeshais (Campus IT) -
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experimento Ccom trés etapas experimentais no Muclso Experimental de Doencas de Awves, o Laboratorio de
Bacterialogia & no Laboratario de Biolozia Moleoular do DVM-EVZ-UFG. Na primeira etapa, serd r=alizda PCE.
em tempo real para deteccdo dos gemes de virnléncia fb], spwC, protSE e dos genes de resistémcia as
fluorequinalonas gnrA e quiB em seis sorovares diferentes de Saimomelia sp.. que tambem serao inoculados em
0v0s 130 embriopados para verificar a capadidade de contaminacao do albimen & gema. O sorovar de Saimonelis
que apresentar paior detec;do dos genes de virnlencia e capacidads de contaminar owos comerciais sera uillizado
na efapa 1 do experimento. Nesta segunda etapa, 96 poedeims, com 20 semanas, serao divididas em quatro
tratamentos de acordo com a via de moculacao. O Tratamemio 1 (T1) as aves nao serao moculadas com o
patogeno, caracterizando o tratamento controle. Os tatamentos dois a quatro (T2 a T4) serdo os ttamentos
confaminados, em que a3 aves receberao 0,1 ml de solucdo contendo 107 UFC/mL do patdoseno nas seguimtes
vias: T2 via oviduto, T3 via aral e T4 via intravenosa. As aves serdo criadas durante quatro meses e sera verificada
a capacidade da Saimomeila - contendo os genes de virulencia - de expressar sua patogenicidade mas aves 20 causar
marialidade, alteracoes pos aspectos clmicos, pamlogicos e desempenho, colomizacdo do sistema digestivel
reprodutar e causar septicemia de acorde com a wia de inoculagcae. A terceira eapa sera realizada com 05 0VOS
comerciais produzidos pelas posdeiras na etapa 2, com analize dos parametros de gualidade do ovo, pesquiza de
Saimonella e nova deteccao dos penes de wirulencia por PCR em tempo real, para verificar a capacidade de
PEIMANSCeT COM 05 Mesmas genes detectados micialments apos a passagem pelo organismo das aves. Serdo
realizadas apalises estatisticas com tests de separacdo de media Tukey a 5% de probabilidads, e teste nao
parametrico do qui-quadrade X7

IV - Sumario do projeto:
O Discmssao sobre a mao ntilizacio de metodes altermatives & necessidade do nimero de animsis:
Apaqlma:hruul:mﬂm] iznmhamapuamhhd& :Elmhza;m :Enrh:-ﬂma]:lzmam embara haja uma etapa

oo orEAmisme da mesma, come fambem a capacidade de confamirar oS owvos DA @I
formacao. Por isso, se faz necessana a ufilizacao dos animais no experiments, WA Ver QS 030 eXise, a8 0 mOmento,
metodo alferpative que se assemelbe a0 estudo i o,

O Gran de Invasividade: & [
0O Amnimal whfzado e fonte de obtengio. Deixar explicita a espéce animal o numero total de animais ufilizados
¢ o pmers de animais para cada experimento.
Apsqmsainmﬂmﬁmaqﬂmmmmmdnﬂmmmmﬁhmm%
poedeiras com 2 semanas de vida, apos o imcio da fase de postura que comega com 1B semanas, para garanfir que
todas as aves realmente 530 apias a postura & par uniformszar peso Epﬂtﬂﬂgﬂﬂﬂpﬂiﬁmﬂsammm
mmmamhuamhimﬁﬂsmﬂmﬂumﬂm&‘mﬂimganm
TMIM]—MEMMEMW:M@W@.W@WMEM
B) Tmismenio I — Confamirado via ovidisio: 3 aves serao moruladas com 0,1 m de
m}xm alil.ﬂﬁmnmpmada_ D?UFC.mL:hpaIugmnd:mﬂmIemmmm;C}lTnnmnl{TJ]—
thmmmmmmmﬂlﬂ.&mmhmaﬂﬁhmmm?
UFC-‘mL:hpatngammualD}Ti‘mnmn-fI(Tﬂ hmmlapnmmumm M aves ser3o inoculadas com 1 mL
de solugao salira a 0,85% tampenada, contendo 107 URC/mL. do patogeno via veia da asa. Os aiterios para definicao
do delinsamento experimental basearam-s2 em estudos anferiorss & semelhantes, bem e o fato de cada ave produmr oves
que fambem: serde pesquisades aumentande sipnificativamente o o Além disso, b2 pouce ou penhuma necessidade de
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fazer um atamento controle para cada via de inoculagdo, considerando que a comparaclo enfre s tRAMMentos
memmjumﬂ:ﬁLEEummmmhmhmmdemmdem
O Descricas das mstalacoes miflizadss e npomers de apimaic'area’qualidade do ambiemte (ar, femperstura,
umidade]), alimentacaoidratacac:
ﬂmmm&m&mmwmﬂmaﬂﬂmem&mmmm
Wﬂhﬂm?ﬂn&ﬁ&c@hd&?@n&ehmmmfﬁﬂﬂm
Conforme a responsavel, as aves serdo alimentadas com ragdo e dgua ad [ibitm, 2 Ao sera a hase de
milhe moido & ﬁmamhfmﬂaﬂ&mﬁmacwemmmpm
MMm&mmRﬂﬂﬂﬂmaﬂmllea@mmﬁmeﬁmmm
de rac3o e agua diaraments. O projeto destaca que 2 ambéencia 2 seguer o protecole de bem-estar para aves poadeiras,
que midica 3 temperatura de 20 a 27 °C, umidade de 40 a 65°:, mfensidade haminesa de 5 a 15 hix, 14 horas de luzidia e
renovacao do ar constante. P:amaﬂa&mapﬂmeammhm&nhmagmcmmmmmmhhem
condicionado. Para momitoria das varaveds ambientais, ﬁmsmla;m5painmmhlgmmmpuﬂmm
temperatura e umidade. que serdo verificadas més wezes ao dia, g os ventiladores fardo a comstaree do ar,
aumhmmntmdu&mﬁmmmemmaﬂanm&pm A higiene seTa mantida
mmuﬁm&&l@pmi:udndm,mda&mﬂsehngmﬂmb&bahm Em conplemerso, ha
descricao de que as aves s=rao alojadas em baterias comerciais de ferro proprias para criagao de aves de postura, com as
medidas de 100 on % 45 cm x 40 an por andar, equipadas com comedoures e bebedouros do tipo linearss de 49 an e
bandejas para retimda das excretas. Cada bateria possui tres andares com uma gaiola por andar, a gaicla ¢ divida em
quairo compartimentos com capacidade de alojar duas aves adultas. Por ser uma gasola comercial, as medidas seguem a
dos padroes usados comercialments Serao alojadas duas odta
e o e e e T par baens con e Sk poo BEmCa At o el peien e
possam mieragr com 2 aves das gaiolas wiznkas. Eﬂmcm:ﬂn&hwam&memﬂmwa
Eﬂlil;tEiEm 0 SIS nenio com objebos penduados & ou s de gaiclas emrqoecidas com Hxas estana fora da
condicao pretendida.
3 FProcedimenios experimentais do projefo de pesquiza.
A pesquisadora responsave] expoe que D30 saa realizado nenkum procedimento que infrinja dor ou desconforto as aves
& que fastificaria o uso de anestésicos, pois as inoculagdes serdo feitas com uma quantidade pequena de moculo (0, 1mlL)
& a3 vias oml, infavenosa e ovidito, que 530 de il acesso.
I. Contengio do Anmal: Ammhzmdmﬂeammﬂmemhaﬂmmmhﬂamda
mhlmmmﬂﬂmem&mmﬂmmlm&emmﬂﬂﬂgmuﬂa]eptrlimsu
mammmmawmmwmmnmamm
2. Comdipier aifmentores: a) Jepmy (X)) 5im Charagan em borss: 4 horass, apenas no dia que precede 3 permopsia, a fim
de Famntr o esvaziamento do sistema digestvo, para dinEmur a chance de ruptuR do infesting, pois @ MIpora ina
mmugmﬁnqmmumammimmﬁma
3. Inocuimgdo Wﬂh‘m a) Inoculo a 107 de Salmomella Potencial zeondtico: (3) Sim
I-"Hm:u]:mmm:ab Tratamento 2 - via ovidoto, Tamento 3 - via infravenosa;
Tratamento 4 - mm],n:jl:
-JExru;mdrmmamgamra}ﬂmﬂhh@mhﬁﬂmwmm:igm:ﬂ
cada 15 dias, totalizando 8 amostragens: Metodo de coleta: Introcucio de nuabe na cloaca das aves pam coleta de fees
frescas; ) Material biolagice: COrgdos (Fizado. Bago, Ceco com tomsila cecal, Owario e Owiduta). Cuantidade da
amostra: 1 g Frequencia: | vez no final do experimento; Metodo de coleta: Necropsia
a Hﬂmdnuﬂzﬂmmmns:ﬁmhuumﬂnhm—sﬂrdnmaﬂa,huﬂumn
Pontos Finais Humamitarios.
ﬁﬂﬁ@ﬂﬂhﬂﬁﬂdﬂﬁﬂﬂdﬁmM£mmgﬂummg&m
mgspmamﬂmﬂmmﬁﬂuhgrumlammwdem:mm
HMMM&MEMMEMEMT&MMHMGM&EM
WEEWMMMmeEMEmmWMWM
dia para garantir ¢ coofrole de tenperatura = umidade. A alimentacao das awes sera formmlada de acordo com as
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peshaa, formecida a vontade, assim como a de bebada,
mmeﬁwmmm&mﬂmemm& OO & p-:us.
mﬂmmm&mmemﬂnh:m&mm&n@haﬂmﬂmm aredu;m:hpusrmeda

quhdﬂbdnsmm:mbmpmhmmmmdemb]msmhmﬂ&ummmﬁmﬂaquﬁmm
inoculadas com um pAtGEEno essa ohservacao, ﬁmmumm&mﬁﬂn:ﬂsemh:hﬂmm
MMMMnm&mfmmhhMMmmmgcmm
mpﬁ@ﬂmma&mmmmmma&mﬂmkmmmamm
mamseadss & sofferam enfarasia por pessoas Capaciadas, com ireinamento previo & experiencia COIm SXperimenta Ay
cunaurulhuaerm:h:lmhm:ﬂr
O Riscos aos pesquisadores (fisices, biologicos, psicologices e sodais) e métodos para prevemi-los.

responzavel destaca £ AT S0 Experents s realizads com um capaz de se adaptar &
MMMEﬂﬂ;‘;mm&Mmﬁmmmw&mm
medidas preventivs, como: treinar os ahmes envolvidos no mhm&mmmmmmmm
5uhamhzxmiaeqmpmﬂm&pﬂa;mmtmﬂmﬂramtﬂa&pamsmaﬂmﬂuem
mmﬂmﬂ@eﬂﬂmﬂhﬁmmmqnummmm
{MEm:mmmﬂmmmﬂLMEmFiamTMM
MMMWEMEWMMMMNWMME
nru]nmdnswai o5 olamentos das aves enes abaratorios. como asodavazem dos materiais wilizados.
O Descricio do metode de entanisia (caso se aplique) e destine dos animais aps a anla prafica.
Para 2 eutanaia tambem o0 se3 mECRSSAED NS0 pEevie de anestesicos, pois 25 aves sofferam eutnasia com
insensibilizacio previa ms cameras de ar controlado (C02), sezuido de deslocamento cervical Matodo previsto ma IN
n° 3 de 2000 do MAPA, como abate umamitario e recomendado pelo protecole de bem-estar de aves poadairas.
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V — Comentarios do relator frente 3 orjentacoes da CEUA-

O Quaniv a docomenios: O protocolo @ compesto pela Ficka de Protocolo do Projeo (p. 01-12), Temw de
Eesponsabilidade aszinado pelos pesquizadares (p. 13), Certidio de Ata (p. 14) e por um CD com o5 itens do
protocolo fsico pravades em midia digtal

VI- Parecer da CEUA:

Apcs apreciacap dos documenivs apesentados para atendimento das pendencixs listadas pela CEUA-UFG,

consideramos o projeto APROVADO.

Fefferamos 2 inparfancia deste Parecer Comsubstanciado, e lembrmmes que a pesquisadora respopsave] devera

encaminhar 3 CEUA-PRPI-UFG o Relmidric Final baseado na conchusao do estudo  na incidencia de publicagoes

decomentes deste, de acordo com o disposto ma Lei o°. 11.794 de 08102008, & Resohxdo Nommatva o°. 01, de

08072010 do Conselho Maciomal de Cootrole de Experimentacao Amimal-CONCEA O prazo para entrega do

Relatario e de ate 30 dias apos ¢ encamamento da pesquiza, a qual esta prevista para fmalizar suxs actes ate 30 de

Margo de 2017.

VII - Data da reaniso: 220872016

ok i: P ex
Dira ina Pacheco Aizmel
C da CEUAPRFITUFG
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