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PARTICIPACAO DE GENES ASSOCIADOS AO PROCESSO DE
RESPIRACAO ANAEROBICA NA INFECCAO DE AVES POR Salmonella
TYPHIMURIUM

RESUMO- Patogenos intestinais sdo expostos a varias condi¢cdes de estresse
durante o ciclo de infecgdo. Anaerobiose é uma condig&o hostil oferecida pelo
hospedeiro no intestino e limen intestinal, onde a sobrevivéncia, multiplicacéo
e entrada nas células epiteliais € prioridade para a invasdo do agente
patogénico. A fumarato reductase (frdABCD), dimetil sulféxido (DMSO)- N-
oxido de trimetilamina (TMAQO) reductase (dmsABC), e nitrato reductase
(narGHIJ), sado genes de Salmonella Typhimurium que codificam enzimas
envolvidas na respiracdo anaerobica de fumarato, DMSO ou TMAO, e nitrato,
respectivamente. Eles séo regulados em resposta a disponibilidade de nitrato,
oxigénio e a taxa de crescimento celular. A vitamina B, (cobalamina) é
sintetizada por Salmonella Typhimurium em condicbes anaerébicas, sendo
usado como cofator em quatro reacbes conhecidas. A delecdo dos genes
cobS e chiA inibem a producdo de cobalamina. No presente estudo, foi
avaliada a infec¢cdo de aves por mutantes de STM, com o sistema respiratorio
comprometido por alteragdes nos genes narG, napA, cobS, cbiA, frdA, dmsA e
torC. Aves de um dia de idade, foram inoculadas com 0.1 mL de cultura de
Salmonella Typhimurium contendo 10® UFC/mL, diluida a 10-> e 10-. Sinais
clinicos e mortalidade foram avaliados durante 21 dias. Em geral, os sintomas
das aves infectadas com as cepas mutantes foram semelhantes aos
apresentados pelas aves do grupo controle. Com excec¢do de STM cbiA, os
demais mutantes reduziram a capacidade de causar mortalidade em
comparacao com a cepa original. A mortalidade do grupo de aves infectadas
com STM AnarG, STM AfrdA, STM AdmsA e STM AcobSAchiA, apresentaram
diminuicdo significativa da mortalidade em comparacdo ao grupo controle
(p<0.05).

KEY-WORDS: Salmonella Typhimurium, respiragdo, anaerobica, gene.
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PARTICIPATION OF GENES INVOLVED IN THE PROCESS OF ANAEROBIC
RESPIRATION OF INFECTION IN CHICKENS BY SALMONELLA
TYPHIMURIUM

SUMMARY- Intestinal pathogens are exposed to various stress conditions
during their infectious cycle. Anaerobiosis, one of such hostile condition, is
offered by the host within gut and intestinal lumen, where survival, multiplication
and entry into intestinal epithelial cells are priority for the invasion of the
pathogen. The fumarate reductase (frdABCD), dimethyl sulfoxide (DMSO)-
trimethylamine N-oxide (TMAO) reductase (dmsABC), and nitrate reductase
(narGHIJ) operons in Salmonella Typhimurium (STM) encode enzymes
involved in anaerobic respiration to the electron acceptors fumarate, DMSO,
TMAO, and nitrate, respectively. They are regulated in response to nitrate and
oxygen availability and changes in cell growth rate. Vitamin B1, (cobalamin) is
synthesized by Salmonella Typhimurium only under anaerobic growth
conditions used as a cofactor in four known reactions. The deletion of cobS
and chiA genes prevent any form of cobalamin production. In the present study
we evaluate the infection of birds by mutants of STM, with the anaerobic
respiratory system committed by mutations in the genes: narG, napA, cobS,
cbiA, frdA, dmsA, and torC. Virulence was assessed by oral inoculation of
groups of one-day-old broilers with 0.1 mL of culture contained 108 CFU/mL or
diluted at 10 and 107 of strains mutants of Salmonella Typhimurium. Clinical
signs and mortality were recorded over a period of 21 days. In general, the
symptoms of chickens infected with the mutant strains were similar to those
presenting by control birds. Except for STM AcbiA, all showed reduced
capacity to cause mortality in comparison with the original strain. The mortality
of group of chickens infected with STM AnarG, STM AfrdA, STM AdmsA and
STM AcobSAcbiA showed significant decrease in mortality compared to control

group (p<0.05).

KEY-WORDS: Salmonella Typhimurium, respiration, anaerobic, gene.
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I.  INTRODUCAO

O desenvolvimento da avicultura, decorrente da evolugdo genética das
aves, da nutricdo e do sistema de manejo, propicia a produgdo avicola em
grande escala. No entanto, o sistema de confinamento adotado favorece a
introducéo e disseminacdo de agentes patogénicos. Neste contexto, incluem-
se as salmonelas que séo responsaveis por enfermidades aviarias e, por meio
de produtos de origem avicola, podem causar doencas de origem alimentar em

seres humanos.

Os microrganismos do género Salmonella tém distribuicdo mundial,
constituindo-se em potencial problema para a saude publica. Nos casos de
infeccbes alimentares por Salmonella, tanto no Brasil quanto no exterior, 0s
sorovares isolados com maior freqiéncia tém sido Salmonella Enteritidis,
seguido por Salmonella Typhimurium (STM). O conhecimento dos
mecanismos pelos quais Salmonella infecta as aves, pode ajudar a
compreender como este patdgeno invade as células, se multiplica e impede a
resposta imune do hospedeiro, podendo permanecer na ave, causando ou nao
a enfermidade. InformacfGes sobre os processos biolégicos fundamentais,
moleculares e celulares, sdo importantes para o entendimento da relacdo
hospedeiro-parasita, podendo auxiliar no diagndéstico, prevencao e controle da

infeccéo.

A interacdo bactéria-hospedeiro durante o ciclo infeccioso de um parasita
intracelular facultativo € um processo dinamico, no qual o patégeno esta
exposto as adversidades de ambientes intra e extracelulares. Estas mudancas
sdo percebidas pela bactéria provocando uma resposta que lhe permite se

adaptar as novas condi¢des para sobreviver (MEKALANOS, 1992).
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O conhecimento a respeito do processo de respiracdo em anaerobiose é
importante, no sentido de que a sobrevivéncia de Salmonella no organismo
animal (ou mesmo em seres humanos), intracelularmente ou no trato entérico,
ocorre em ambiente anaerdbico. Esta variabilidade no comportamento decorre

de uma resposta rapida, relacionada a modificacdo na expressado genética.

Anaerdbios facultativos, assim como Escherichia coli (E. coli) e STM,
podem crescer sob condicfes aerobicas ou anaerdbicas, obtendo energia por
processos respiratorios ou fermentativos. Em geral, na auséncia de oxigénio, o
sistema respiratério tenta garantir que serd adotado o processo metabolico

energeticamente mais favoravel utilizando aceptores disponiveis.

Por ser um microrganismo intracelular e pela sua importancia como
patdbgeno para animais e seres humanos, STM tem sido uma das salmonelas
preferidas pelos microbiologistas moleculares para identificar e elucidar fatores
bioldgicos bacterianos. Nos ultimos anos, acumulam-se informacdes sobre os
mecanismos de interacdo e patogenia de Salmonella com as células
hospedeiras (KAUFMANN et al.,, 2001). Esse conhecimento se deve,
principalmente, a grande similaridade dessa bactéria com a E. coli, permitindo
a utilizacdo de instrumentos e técnicas genéticas ja desenvolvidas e
conhecidas. Muitos trabalhos ja comprovaram a capacidade de linhagens vivas
modificadas de Salmonella em induzir potente resposta imunoldgica, celular e
humoral. No entanto, esta resposta € diferente para cada espécie de

hospedeiro.

O processo de respiracdo anaerObica € determinado por uma série de
genes que visam proporcionar melhor aproveitamento das fontes de energia
disponivel. Varias enzimas podem ser produzidas, conforme o substrato
disponivel. Diante das consideracdes acima, o presente projeto foi proposto
para analisar a importancia de genes envolvidos na producao de enzimas que
atuam no mecanismo de respiracdo anaerobica de STM no que diz respeito a
sobrevivéncia da bactéria em condi¢cdes de anaerobiose como ocorre dentro da

célula hospedeira.
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ll. REVISAO DE LITERATURA

2.1- Salmoneloses Aviéarias

O g¢género Salmonella é composto de bactérias morfologica e
bioquimicamente homogéneas, sao bacilos Gram-negativos, nao formadores
de esporos e anaerbbicos facultativos. Pertencem a familia
Enterobacteriaceae, possuem capacidade para metabolizar nutrientes,
catabolizando D-glicose ou outros carboidratos, com exce¢ao de lactose e
sacarose, com producéo de acido e gas (LE MINOR et al., 1992; BERCHIERI
et al., 2000; MILLER et al., 2000). Séao catalase positiva e oxidase negativa,
como todos os membros desta familia. N&o fermentam malonato, néo
hidrolisam uréia, ndo produzem indol, utilizam citrato como fonte de carbono,

reduzem nitrato a nitrito e produzem &cido sulfidrico (DICKEL, 2004).

Com base em caracteristicas fenotipicas e genotipicas, o género
Salmonella é composto por duas espécies: Salmonella bongori e Salmonella
enterica (LE MINOR et al., 1987; REEVES et al., 1989; POPOFF et al., 1996;
FIERER et al.,, 2001). Esta ultima se divide em seis subespécies enterica,
salamae, arizonae, diarizonae, indica e houtenae. As salmonelas de maior
importancia médica pertencem as subespécies enterica e arizonae. A
designacdo de Salmonella Typhimurium passou a ser Salmonella enterica
subespécie enterica sorovar Typhimurium, ou de forma simplificada Salmonella
Typhimurium (LE MINOR et al., 1992; POPOFF et al., 1996; EUZEBY, 1999;
BRENNER et al., 2000).

O género Salmonella compreende mais de 2.500 sorotipos distribuidos
amplamente na natureza. Podem infectar uma grande variedade de
hospedeiros, incluindo o homem, animais silvestres e domésticos. Informacdes

sobre a incidéncia e distribuicdo dos sorotipos de salmonelas na populagcao de
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animais domésticos sao essenciais para conhecer os possiveis reservatorios

gue possam ser responsaveis pela infeccao de seres humanos (GAST, 1997).

As aves tém sido consideradas o veiculo mais comum de salmoneloses
humanas (TAUXE, 1991; KAISER et al., 2000; HUGHES et al., 2008). Estas
bactérias infectam as aves e podem causar trés enfermidades distintas: a
Pulorose, cujo agente € a Salmonella Pullorum (SP), o Tifo Aviario, causado
pela Salmonella Gallinarum (SG), e o Paratifo Aviario, causado por qualquer
outra salmonela que néo seja Salmonella Pullorum ou Salmonella Gallinarum
(BERCHIERI, 2000). Em funcao da associacao de enfermidade alimentar em
humanos (DTA), com produtos de origem avicola, os programas de
monitoramento e controle de salmonelas paratificas em aves tem merecido
atencéo especial (BRASIL- PROGRAMA NACIONAL DE SANIDADE AVICOLA
- PNSA-, 2003).

A Pulorose é uma enfermidade que pode acometer aves em qualquer
idade, mas é comum em aves jovens, nas trés primeiras semanas de vida. O
Tifo Aviario, embora seja causado por uma Salmonella muito semelhante ao
agente da Pulorose, apresenta uma relacdo parasita-hospedeiro com a ave
bastante diferente. A SG é altamente patogénica para aves em qualquer idade.
No entanto, a sua ocorréncia € mais comum entre aves adultas. O Paratifo
Aviario, ndo tem um agente especifico. Muitos sorotipos de Salmonella ja
foram isolados de aves com ou sem o0 quadro da enfermidade (BERCHIERI,
2000). Os mais comuns sdo a S. Enteritidis e S. Typhimurium (FERRIS et al.,
2003; VAN DUIJKEREN et al., 2004).

Quanto ao Paratifo Aviario, a infeccdo pode ocorrer por transmissao
vertical ou horizontal (LISTER, 1988; VAN IMMERSEEL et al., 2004), podendo
se manifestar em qualquer estagio do ciclo de produgédo (BYRD et al., 1999;
BAILEY et al., 2002). As aves jovens sdo mais susceptiveis e quando a
enfermidade se desenvolve, o quadro é passivel de confusdo com a Pulorose
(BERCHIERI, 2000). A capacidade das cepas de Salmonella enterica de
produzir doenca em aves esté relacionada ao sorotipo e a cepa de Salmonella,

idade e caracteristicas genéticas da ave. A infeccdo por STM resulta em
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rapida disseminacdo entre as aves e intensa contaminagdo do ambiente (VAN
IMMERSEEL et al., 2005).

Quanto a patogenicidade, o género Salmonella pode ser dividido em
dois grupos. Um grupo normalmente produz doenca sistémica e, raramente,
esta envolvido em infeccdo alimentar (BARROW, 2007). Os sorotipos
hospedeiros-especificos podem causar doenca sistémica com envolvimento de
monaocitos e macrofagos e, em geral, pouca colonizacao intestinal. Neste grupo
encontram-se SP e SG. O outro grupo, no qual faz parte a maioria das
sorovares, normalmente produz infec¢cdo alimentar e sé ocasionam doenca
sistémica sob circunstancias particulares, em animais muito jovens ou velhos e
apos algumas infeccbes de origem viral (BARROW et al., 1997; UZZAU et al.,
2000).

A infeccdo da ave por Salmonella pode ocasionar bacteremia e
gastroenterite (GOLDBERG & RUBIN, 1988). Apés a ingestao oral, Salmonella
penetra no epitélio da mucosa do intestino interagindo com as células
colunares epiteliais (CARTER & COLLINS, 1974). A interacdo entre
Salmonella e o epitélio desencadeia a quimiotaxia das células fagocitarias até o
sitio da infeccdo (RUITENBERT et al., 1971). Esta resposta celular envolve
tanto neutréfilos como macréfagos, que migram para a superficie luminal onde

inicia-se o processo de eliminacéo do patogeno (OZAWA et al., 1973).

A penetragdo e a invasao das microvilosidades levam a proliferacdo de
macréfagos residentes nos foliculos linféides (KRAEHENBUHL et al., 1992).
As salmonelas sdo capazes de sobreviver e se reproduzir dentro dos
macrofagos, como os de ratos e de galinhas (FIELDS et al., 1986; LEUNG et
al., 1991; ABSHIRE et al., 1993; STABLER et al., 1994; ALPUCHE-ARANDA et
al., 1995). A classificacdo do agente como sendo um parasita intracelular
facultativo foi inicialmente proposta por Surter (1956), descrevendo-o0 como um
organismo capaz de sobreviver e se multiplicar dentro de fagdcitos presentes
no espaco extracelular, durante alguns estagios da interacdo parasita-
hospedeiro (SUTER & RAMSEIER, 1964).
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Os macrofagos desempenham um papel importante na disseminacgéo de
Salmonella em o6rgdos do sistema reticuloendotelial, como linfonodos
mesentéricos, figado e baco (CARTER & COLLINS, 1974). A sobrevivéncia
dentro dos macréfagos € essencial para a plena expressdo da viruléncia da
Salmonella em ratos e coelhos, estudados como modelos mamiferos. A
literatura descrevendo a patogénese de Salmonella em aves é limitada. Os
heterofilos das aves séo considerados homadlogos aos neutrofilos de mamiferos
na sua agdo como fagdécitos e sua importancia na defesa contra as infeccoes
bacterianas (BRUNE et al.,, 1972; TOPP et al.,, 1972; POWELL, 1987). A
capacidade bactericida de heterdfilos e macréfagos para eliminar Salmonella
foi relatada por meio de ensaios realizados in vitro (STABLER et al., 1994).

Quando as salmonelas paratificas provocam enfermidade em aves, sao
observados sinais clinicos, tais como: anorexia, depressdo, perda de peso,
penas ericadas, sonoléncia, alteragdes oculares e nervosas (BARROW, 2000).
Jacob et al. (1998), encontrou lesbes oculares (panolftalmia purulenta com
hiperplasia da cornea) em aves infectadas com Salmonella Typhimurium. A
contaminacdo dos ovos pode provocar mortalidade embrionaria e morte rapida
em aves recém nascidas, sem a manifestacdo de outros sinais. Os sinais
clinicos séo raramente observados em aves com mais de 14 dias de idade. No
entanto, podera ocorrer mortalidade e havera retardo no crescimento
(BERCHIERI, 2000).

Em animais jovens observa-se gastroenterite (TURNER et al., 1998). Os
sintomas de enterite podem estar presentes, observando-se acumulacbes de
matéria fecal ao redor da cloaca. Em aves adultas este sintoma pode ou ndo
acontecer; na maioria das vezes estas aves atuam como reservatorios da
bactéria sem apresentar sintomatologia (HENDERSON et al., 1999). A morte
ocorre geralmente 10 dias ap6s a infec¢cdo e decorre, provavelmente, da
combinacdo entre diarréia, anorexia e desidratacdo (BARROW et, al., 1987).
As aves convalescentes poderdo eliminar a bactéria por varias semanas
(BARROW, 2000).

De um modo geral, as salmonelas que ndao tem hospedeiro especifico

(salmonelas aviarias paratificas) sdo capazes de estabelecer uma infeccdo
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subclinica nos animais e torn4-los potenciais fontes de infec¢do alimentar para
seres humanos. Os dados existentes indicam que a prevaléncia de
salmonelose animal é variavel e esta correlacionada com a espécie animal, tipo
de criacdo e regidao de producdo, estando esta variagcdo entre 0% e 90%
(suinos, bovinos e aves) (SMITH, 1994; CHRISTENSEN et al., 2002; COOK &
MILLER, 2005).

2.2- Metabolismo bacteriano

Os patdgenos bacterianos requerem a expressao coordenada de seus
genes para conseguir superar os sistemas de defesa do hospedeiro. Essa
expressao se inicia quando a Salmonella entra em contato com o0 meio
ambiente hostil, como o trato gastrointestinal do hospedeiro. As condi¢des
adversas do meio atuam como sinais para que comece a transcricdo de genes
que codificam os fatores de viruléncia, que auxiliardo na interagdo com a célula
alvo (TAKEUCHI et al., 1965; KOHBATA et al., 1986; POSPISCHIL et al., 1990;
LEE et al., 1992; FIGUEROA & VERDUGO, 2005). Assim, quando STM atinge
o trato gastrointestinal, tem que se adaptar a um ambiente anaerodbico, para

realizar atividades metabdlicas essenciais (ERNST et al., 1990).

Uma das caracteristicas da célula bacteriana € a sua rapida capacidade
de adaptacao a diferentes condicbes ambientais em que se desenvolve. Esta
estratégia é adotada para produzir energia a partir do substrato disponivel.
Portanto, a regulagcdo da expressdo génica constitui-se em uma ferramenta
fundamental para adaptacdo e sobrevivéncia no habitat em que a bactéria se
encontra (ERNST et al.,, 1990; LEE et al.,, 1990; SCHIEMANN et al., 1991;
BEHLAU & MILLER, 1993; TARTERA et al., 1993).

O metabolismo bioquimico bacteriano se ajusta em funcéo de variacbes
das caracteristicas fisico-quimicas do meio exterior, relacionadas com aspectos
nutricionais (presenca ou auséncia de ions, fontes de energia) e parametros
fisicos (temperatura, pressao hidrostatica ou a pressdo osmotica) (GALAN et
al., 1990; FIGUEROA & VERDUGO, 2005). Durante a infeccdo sistémica é
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minima a disponibilidade de oxigénio, forcando a bactéria a desenvolver
respostas adaptativas (LEE et al., 1990).

O termo metabolismo refere-se ao conjunto das reacdes bioquimicas que
ocorrem em uma célula ou organismo. O metabolismo apresenta sistemas
integrados, compostos por enzimas que mediam reacdes que requerem
energia. Geralmente, este processo produz a remocéo, transferéncia, adicao
de um atomo ou grupo funcional (LENHINGER, 2006). Este processo tem
trés funcdes especificas (FELL, 1997).

% Obter energia quimica do meio e conserva-la para utilizacdo em

diferentes fungdes celulares.

s Converter 0s nutrientes exdgenos em unidades precursoras de

componentes macromoleculares de células bacterianas.

X/

% Formar e degradar moléculas necessarias para diferentes funcdes

celulares especificas.

O metabolismo € um fenédmeno vinculado a aquisicdo e uso eficiente de
energia. Os organismos que usam energia com maior eficiéncia tém mais
chance de sobreviver e reproduzir seus genes, passando a sua
descendéncia, as caracteristicas vantajosas que possuem. Com base nesta
propriedade, as enzimas obedecem a rotas pré-programadas; as vias
biossintéticas (anabolismo) e as vias catabdlicas (catabolismo) (JURTSHUK,
1999).

O anabolismo é o conjunto de todas as reacdes de sintese de compostos
organicos estruturais (proteinas da membrana plasmatica, glicoproteinas) e
funcionais (enzimas) de uma célula, ou seja, a sintese de moléculas
complexas a partir de moléculas simples. As reag¢des anabdlicas sdo
importantes para o crescimento, construcdo e reparo de estruturas celulares
(JURTSHUK, 1999). Estas reacfes requerem um fornecimento de energia,
geralmente na forma potencial de transferéncia do grupo fosforilado (ATP) e
moléculas com poder redutor (NADH, NADPH ou FADH,) (BRANDT, 1997).

O catabolismo € o conjunto de todas as reacdes de degradacdo de

compostos organicos (carboidratos, gorduras, proteinas) destinados a
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obtencdo de energia (BROCK et al., 1988). As reacOes catabdlicas liberam
energia pela quebra de moléculas complexas em moléculas mais simples (por
exemplo acido lactico, CO, e NH3), uma parte da qual € conservada na forma
de ATP e de transportadores de elétrons reduzidos (NADH, NADPH e
FADH,). O catabolismo fornece a energia requerida para 0s processos vitais,
como movimento e transporte, entre outros (LENHINGER, 2006).

Os anaerobios facultativos, assim como E. coli e STM podem crescer em
condicdes aerObicas ou anaerdbicas, produzindo energia por processos
respiratorios ou fermentativos. Aerobicamente, o oxigénio serve como aceptor
terminal. Anaerobicamente, a alternativa de aceptor de elétrons pode ser
oferecida por nitrato, fumarato, dimetil sulfoxido (DMSO) e N-Oxide de
trimetilamina (TMAO) (LIN & KURITZKES, 1987; POOLE & INGLEDEW, 1987,
CONTRERAS et al., 1997; UNDEN et al., 1997). Estes sistemas regulatorios
especificos garantem a utilizacdo do processo metabdlico energeticamente
mais favoravel (SPIRO & GUEST, 1991; STEWART, 1993; GUEST, 1995).

Componentes da cadeia de transporte de elétron, usando oxigénio como
elétron aceptor, sdo necessarios para 0 crescimento da bactéria na fase
estacionaria e para viruléncia (BARROW et al., 1996; ZHANG-BARBER et al.,
1997). No entanto, foi observado que mutantes de STM, contendo alteracdes
em genes que expressam componentes dessa cadeia (nuo, cyd, cyo) em
adicdo da ATP sintase (Adenosine Triphosphate) colonizaram o trato digestivo
tdo eficientemente como a cepa original. Diante dessas circunstancias,
postula-se que o metabolismo energético possa ser fermentativo ou que a

respiracao utiliza uma via alternativa de aceptores de elétrons.

2.3- Respiracao bacteriana

A respiracdo € um processo de geracdo de energia (ALBERTS et al.,
1994). As substancias com alto valor energético sdo sempre aquelas com
melhores taxas de reducdo (JURTSHUK, 1999). Quando o oxigénio atua
como receptor final de elétrons, o processo € chamado respiracdo aerébica.

Se o aceptor final de elétrons for uma substancia inorganica diferente do
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oxigénio, como os fons nitrato (NO3), sulfato (SO.4*) e carbonato (CO3%) se
denomina respiracdo anaerdbica. Se o0 aceptor final for um composto

organico, o processo é denominado fermentacdo (LENHINGER, 2006).

2.3.1- Anaerobiose

A Salmonella Typhimurium é um parasita intracelular facultativo com a
capacidade de penetrar, sobreviver e se multiplicar em diversos tipos de
células eucariotas, incluindo células epiteliais e fagoécitos (DIRITA &
MEKALANOS, 1989; FINLAY & FALKOW, 1989; GROISMAN & SAIER, 1990;
LEUNG, 1991; ALPUCHE-ARANDA et al., 1992; FALKOW et al., 1992; FINK et
al., 2007). Durante a fase de infeccdo, o ambiente de anaerobiose € um
importante sinal de ativacdo, adesao, crescimento e sobrevivéncia intracelular
da STM (ERNST, 1990; FINK et al., 2007). Os organismos que crescem com
limitagcGes de oxigénio tém maior poder invasivo que aqueles que crescem em
condicOes aerobicas (LEE et al., 1990; FINK et al., 2007).

Os conhecimentos adquiridos da biologia celular estdo baseados
exclusivamente em modelos in vitro, com poucos conhecimentos sobre o
crescimento celular da STM. Intracelularmente, a bactéria penetra e atravessa
a membrana celular até chegar aos vacuolos onde inicia seu crescimento
(GROISMAN & SAIER, 1990; MARTINEZ-MOYA et al., 1998). Os nutrientes
requeridos para o crescimento S0 em sua maioria, carboidratos fermentaveis e

diversas formas de polissacarideos (JONES et al., 2007).

2.3.1.1- Componentes respiratérios

Existem trés tipos de componentes respiratorios: substrato (doador de
elétrons), quinonas e oxidorredutases terminais (aceptor de elétrons). As
guantidades desses componentes séo reguladas no processo respiratorio em
concordancia com os substratos apresentados e as necessidades fisiologicas
da célula (GENNIS & STEWART, 1996).
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e Doadores de elétrons

Formiato

Formiato (HCO;") € um produto da clivagem do piruvato em anaerobiose.
Escherichia coli e Salmonella Typhimurium metabolizam piruvato por meio de
dois mecanismos distintos. Na auséncia de aceptores de elétrons exdgenos, 0
formiato é convertido em diéxido de carbono e dihidrogénio pela enzima
formiato-piruvato liase. Na presenca de aceptor de elétron exdgeno a oxidacdo
do formiato para diéxido de carbono € acoplada a reducdo do aceptor,
formando a cadeia respiratoria anaerobica (GENNIS & STEWART, 1996). A
expressdo da formiato desidrogenase é induzida durante o crescimento
anaerobico com nitrato (LESTER et al., 1971), mas nédo é estimulada por outros
aceptores de elétrons como nitrito e TMAO (BERG et al.,1990).
Glicose

A enzima responsavel pela reducdo da glicose € uma quinona chamada
D-Glicose Desidrogenase (D-Glicose: Enzima Ged Quinona Oxidorredutase). O
sitio de atividade desta enzima fica no periplasma. A enzima oxida glicose a
gluconato e reduz ubiquinona (WISSENBACH, et al., 1992).

Glicerol 3-Fosfato

E. coli e STM expressam duas desidrogenases glicerol 3- fosfato
respiratorias. As duas enzimas oxidam glicerol-3-fosfato a dihidroxiacetona
fosfato e reduzem quinona na membrana citoplasmatica. A funcéo é conservar
o glicerol e o glicerol fosfato gerados pela decomposicdo dos fosfolipidios e
triacilglicerol. A oxidacdo do glicerol junto com a redugédo de um aceptor de
elétrons € um processo obrigatdrio na procura de fonte de carbono (IUCHI et
al., 1990).

Hidrogénio

E. coli e STM podem utilizar hidrogénio como doador de elétrons na
respiracdo anaerobica, utilizando como aceptores de elétrons: nitrato, DMSO,
TMAO, e fumarato (MACY et al.,, 1976; SAWERS et al., 1986; BERG et al.,
1990; WISSENBACH et al., 1990).
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NADH (Dinucleétido de nicotinamida e adenina)

Em seres eucarioticos, o NADH é o doador de elétrons mais importante.
Em organismos procariéticos a situacdo é diferente, devido ao maior numero
de doadores e aceptores de elétrons que dispdem. As bactérias podem utilizar
diversas cadeias de transporte de elétrons onde algumas sé&o utilizadas
simultaneamente (SLED et al., 1993; GENNIS & STEWART, 1996).

e Quinonas

As quinonas sao moléculas soluveis em lipidios podendo, portanto, se
dissolver no interior da bicamada lipidica da membrana plasmatica. S&o
mediadoras da transferéncia de elétrons entre componentes protéicos da
cadeia respiratéria. E. coli sintetiza trés tipos de quinonas: benzoquinona,
ubiquinona (Q) e duas naptoquinonas [menaquinona (MK) e
demetilmenaquinona (DMK)] (GENNIS & STEWART, 1996; TIELENS et al.,
1998).

e Aceptores de elétrons

E. coli e STM podem ter respiracdo aerdbica ou anaerdbica utilizando
aceptores de elétrons alternativos (O,, NO3, TMAO, DMSO e Fumarato)
(BARRETT et al.,, 1982, 1984, 1985; HEINZINGER et al., 1995; WEI et al.,
1999; RAVCHEEV et al.,, 2007). Dependendo da disponibilidade desses
substratos, a célula sintetiza uma ou mais das enzimas terminais da via de
transporte de elétrons (TSENG et al., 1994). Para o processo infeccioso, STM
deve ser capaz de se adaptar as condicbes do ambiente variavel que o
hospedeiro oferece. Esta comprovado que as bactérias se adaptam ao
ambiente mediante a regulacdo da expressao genética (ERNST, 1990; JONES
et al., 1994; CONTRERAS et al., 1997).

As bactérias selecionardo entre os aceptores de elétrons disponiveis,

agueles com maior aptidao energética (ATLAS & BARTHA, 1993). Entretanto,
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em anaerobiose, nenhum dos aceptores de elétrons disponiveis apresentara o
potencial energético do oxigénio, o que significa que a respiracdo anaerdbica
sera sempre menos eficiente, conduzindo a taxas de crescimento mais lentas

que nos organismos aerobicos (LENHINGER, 2006).

De acordo com Taylor et al., (1979), os aceptores alternativos de elétrons

mais utilizados sdo nitrato e fumarato.

Nitrato

A respiracao bacteriana utilizando o nitrato como aceptor de elétrons tem
sido muito estudada em enterobactérias (STEWART, 1988). Salmonelas séo
capazes de utilizar nitrato para respirar, sendo a reducéo anaerobica do nitrato,
a via respiratéria mais importante para esses microorganismos (PAYNE, 1973;
NEUBAUER et al.,, 1996). Durante a respiracdo em anaerobiose, o nitrato
parece ser uma das mais favoraveis fontes de energia como aceptor de
elétrons, porque sua presenca inibe a sintese de enzimas envolvidas na
utilizacdo de outros substratos (GENNIS & STEWART, 1996; UNDEN et al.,
1997). Neste processo o formiato pode ser o maior doador de elétrons
(STOUTHAMER, 1969; BARRETT et al., 1982).

A respiracdo anaerObica em E. coli estd acoplada a uma cadeia
transportadora de elétrons presente na membrana, onde a molibdénio enzima
Nitrato Redutase A (NRA) catalisa a reducdo do nitrato a nitrito (NOy)
(HADDOCK & JONES et al., 1977; STEWART, 1988; WOOTTON et al., 1991;
HARTIG et al., 1999; PHILIPPOT et al., 2001). Esta € uma das varias vias de
oxido-reducdo induziveis que a E. coli possui (INGLEDEW & POOLE 1984;
STEWART, 1993) com grande similaridade as identificadas em bactérias
desnitrificantes (BERKS et al., 1995).

A maioria das bactérias consegue utilizar a ambénia como fonte de
nitrogénio, enquanto outras podem usar os nitratos. A reducgdo de nitratos
pode se realizar por dois mecanismos diferentes: reducdo assimiladora (na

qual é reduzido pela via do nitrito) e reducao desassimiladora (na qual o nitrato
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serve como aceptor final de elétrons) (MORENO-VIVIAN et al.,, 1999). A
primeira esta bastante difundida entre a maioria das bactérias, a segunda so é

comum em bactérias anaerobicas e anaerodbicas facultativas (LI et al., 1994).

Véarias sdo as enzimas envolvidas no processo de reducdo de nitrato.
Existem quatro tipos de nitrato redutases que catalisam a reducdo do nitrato a
nitrito: uma nitrato redutase assimilatoria presente em eucariotas e trés nitrato
redutases bacterianas distintas que sao: a assimilatéria citoplasmatica (Nas), a
respiratoria ligada a membrana (Nar) e a dessasimilatéria periplasmatica (Nap)
(MORENO-VIVIAN et al., 1999; PHILIPPOT, 2002).

A mais importante é a nitrato redutase (narGHIJ), cuja sintese é induzida
pela presenca de nitrato, durante a fase de crescimento em anaerobiose. Esta
€ composta por trés subunidades: subunidade que transfere elétrons (y), a di-b-
hem desidrogenase de quinona de membrana integral (B) e a subunidade
catalitica molibdopterina (a) (CHENEBY et al., 2003). O gene narG presente
em STM codifica a subunidade a catalitica (PHILIPPOT et al., 2001).
Salmonelas ndo conseguem assimilar nitratos pela via respiratoria em
aerobiose. A combinacdo da respiracao utilizando as enzimas nitrato redutase
e NADH-nitrito redutase permite que enterobactérias crescam anaerobicamente

utilizando nitrato como unica fonte de nitrogénio (BLASCO et al., 1990).

O radical altamente reativo 6xido nitrico (NO) é encontrado na bactéria e
pode ser produzido endogenamente como intermediario durante a reducao de
nitrito ao oxido nitroso (N,O), como produto da reducéo respiratéria de nitrito a
amOnia ou gerado em sistemas biologicos pela via de atividade da NO
sintetases e, nitrato e nitrito redutases. NO também atua como uma molécula
produzida pelos macréfagos fazendo parte da resposta imune inata (DIETERT
& GOLEMBOSKI, 1998; WEINBERG, 1999). Esta demonstrado que a
producado da induzivel nitrito 6xido sintetase (iNOS) e a fagocito oxidase (Phox)
sdo importantes para a morte bacteriana (SHILOH et al., 1999; VAZQUEZ-
TORRES et al., 2000ab; MASTROENI & SHEPPARD, 2004.). Os macréfagos
tém um papel central como defensas do hospedeiro na infeccdo e também na

regulacéo da resposta imune e inflamacéo (FIELDS et al., 1986; BJUR et al.,
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2006). A ativacdo dos macréfagos na supressdo do crescimento bacteriano
nas células do hospedeiro € um mecanismo essencial de defesa contra
patégenos intracelulares (UCHIYA et al., 2005). Muitas bactérias ndo resistem
as acbes do NO, entre elas a Salmonella, e s6é podem sobreviver
eventualmente se replicando dentro dos macréfagos (VAZQUEZ-TORRES et
al., 2001).

A Salmonella Typhimurium durante o crescimento anaerdbico com
nitrato tem a capacidade de reduzir nitrito (NO;) a Oxido nitrico
(GILBERTHORPE & POOLE, 2008). As enterobactérias possuem mecanismos
de inibicdo do oOxido nitrico, dentre os quais esta a flavohemoglobina (Hmp)
(CRAWFORD & GOLDBERG, 1998; GILBERTHORPE et al.,, 2007) e a
flavorubredoxina (NorV) (MILLS et al.,, 2005). A flavohemoglobina e a
flavorubredoxina transformam o 6xido nitrico a NOs; ou N,O respectivamente
(POOLE, 2005).

Outra enzima (narZYV), homologa a esta, € produzida em baixa
concentracdo. Salmonella Typhimurium LT2 contém pelo menos duas enzimas
nitrato redutases. S&o as enzimas narZYV e napABC, mas nenhuma foi
devidamente caracterizada (BARRETT & RIGGS, 1982). Acredita-se que a
atividade da enzima narZYV, em baixa quantidade, tem um papel também
proposto para o sistema nap, na adaptacdo para o metabolismo anaerébico
durante a transicdo entre ambiente em aerobiose para anaerobiose, uma vez
que esta enzima nao € regulada pelo oxigénio ou por nitrato. Seria, portanto, o
inicio da manifestacdo da respiracdo anaerdbica na auséncia de oxigénio
(SIDDIQUI et al., 1993).

A enzima respiratoria localizada no periplasma é a periplasma nitrato
redutase (napABC). Sua funcdo fisiologica ainda carece de mais
esclarecimentos, embora acredita-se que sua acdo consiste na reducao de
excessos equivalentes, mantendo um balanco redox otimizado (RICHARDSON
et al., 1988; BERKS et al., 1995).
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Fumarato

E. coli e STM podem utilizar fumarato como aceptor final de elétrons na
respiracdo anaerébica (WESTENBERG et al.,, 1993). A enzima responsavel
pela reducédo do fumarato é a fumarato redutase. Esta enzima contém quatro
subunidades cataliticas (frdABCD). A frdA e frdB séo proteinas extrinsecas da
membrana. A frdC e frdD sado proteinas intrinsecas da membrana. As quatro
subunidades s&o necessarias para que a bactéria possa respirar em
anaerobiose, utilizando fumarato (CECCHINI et al., 1986; COLE et al., 1985).

A enzima fumarato redutase € codificada pelo operon frdABCD. A
sintese enzimatica requer condicbes de crescimento em anaerobiose, ndo é
induzida apenas por fumarato e € inibida pela presenca de nitrato. STM é
capaz de utilizar fumarato como aceptor terminal de elétrons durante a
respiragdo em anaerobiose (JONES, 1985, 1987).

A fumarato redutase pode ser semelhante a succinato deshidrogenase
sobre muitos aspectos, exceto em que possivelmente catalisa a reagéo
reversa, reduzindo fumarato a succinato. Esse passo € parte do ciclo do acido
tricarboxilico que opera em células com respiracdo aerébica (VAN
HELLEMOND & TIELSEN, 1994).

Sulfato

Salmonella Typhimurium pode utilizar hidrogénio como doador de
elétrons para a respiracdo anaerdébica com nitrato, DMSO, TMAO e fumarato
como aceptores de elétrons (SAWERS et al., 1986). E. coli pode usar varios
compostos oxidos -S e -N como aceptores de elétrons durante o processo de

respiracdo em anaerobiose, incluindo DMSO, TMAO e adenosine N-éxido.

Duas molibidénio enzimas estdo envolvidas nesse processo. Uma
ligada a membrana, denominada DMSO redutase (dmsABC) e outra induzivel
denominada TMAO redutase (torACD) (KWAN & BARRETT, 1983).
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Sédo sintetizadas quatro TMAO redutases distintas. Trés induziveis e
uma continuamente expressada. As trés induziveis correspondem a diferentes
formas associadas da mesma enzima (torACD) e a forma constitutiva
corresponde a enzima dmsABC (BILOUS & WEINER, 1988). Tanto tor quanto
dms podem individualmente suportar a respiracdo com TMAO, pyridine N-oxide
e picoline N-oxide, enquanto a enzima dmsABC é necessaria, especificamente
para a respiracdo com DMSO ou methionine sulfoxide, sugerindo que a enzima
torACD nao participa da respiracio com DMSO (DARUWALA &
MEGANATHAN, 1991), embora a enzima torACD seja expressa igualmente por
DMSO ou TMAO (SILVESTRO et al., 1988). Mutantes contendo os genes dms
e tor defectivos mantém a habilidade de respirar com adenosine N-6xido, mas
nao conseguem respirar com outros produtos (SAMBASIVARAO & WEINER,
1991).

A nitrato redutase e DMSO redutase catalisam o transporte de prétons
trans- membrana. A enzima dms contém trés subunidades. Uma subunidade
maior (dmsA) formada por uma molibidénio-proteina contendo a atividade
catalitica. Uma menor (dmsB) contendo ferro-enxofre e uma intrinseca na
membrana (dmsC). A enzima dmsA estd presente na face externa da
membrana, voltada para o citoplasma. Todas as subunidades s&o importantes
para a atividade enzimatica (SAMBASIVARAO & WEINER, 1991).

Acido cobirinico

Evolutivamente a cobalamina (vitamina Bi,) € um cofator e uma das
moléculas estruturalmente mais complexas (GEORGOPAPADAKOU et al.,
1977; ESCHENMOSER, 1988; BENNER et al., 1989; WARREN et al., 2002;
ESCALANTE-SEMERENA, 2007). Esta vitamina é um nutriente essencial para
muitos animais e s6 é adquirida pela sua ingestdo. Em geral, considera-se que
as plantas néo sintetizam cobalamina, sendo as bactérias os principais
produtores desta vitamina (ESCALANTE-SEMERENA et al., 1992; BRINDLEY
et al.,, 2003; ZAYAS & ESCALANTE-SEMERENA, 2007). Sua sintese ocorre
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em condicbes de anaerobiose, podendo ser sintetizada tanto em aerobiose
como anaerobiose quando a bactéria for suprida com as substancias
precursoras como cobinamide (JETER et al., 1984; ESCALANTE-SEMERENA,
1990; 2007).

A cobalamina é uma familia de compostos com uma estrutura
determinada. A vitamina Bi, tem um peso molecular de 1,355kDa e resulta da
unido assimeétrica de quatro anéis pirrélicos, formando um grupo macrociclico
quase planar (ndcleo corrina) em torno de um atomo central de cobalto
(FRESQUET et al., 2004).

O operon responsavel pela biossintese da Coenzima B, (AdoCbl)
contém 17 genes chiA-P, que estdo envolvidos na producdo da porcao inicial
da molécula (anéis de corrina) e 3 genes envolvidos na integracdo do
nucleotideo a cobinamide (CobUST). Escalante et al. (1987), consideram que
o papel mais importante da cobalamina € como promotor do catabolismo

anaerobico de fontes de carbono nao fermentaveis.

Acido cobirinico a,c diamine sintetase de STM (cbiA) é a primeira amino-
transferase na via biossintética anaerobia da vitamina Bi, e sua atividade
catalisadora € dependente de ATP. Esta via biossintética € um processo
altamente complexo que precisa da atividade de mais de duas dezenas de
enzimas diferentes, requer mais de 35 genes conhecidos, que compreende em
torno de 1% do genoma bacteriano (ROTH et al., 1993; RAUX et al., 1996;
MAGGIO-HALL et al., 2004). A sintese enddgena de B, é importante para o
crescimento da Salmonella. Mutantes defectivos quanto a sintese de
cobalamina apresentaram potencial de multiplicagéo deficiente sob condi¢des
experimentais (PRICE-CARTER et al., 2001).

O penultimo passo da via biossintética AdoCbl é catalisada pela enzima
AdoCbl-5"-P (cobS), que é uma proteina de membrana (O'TOOLE et al., 1993;
MAGGIO-HALL et al., 1999, 2004). Na E. coli, altos niveis desta enzima s&o
detectados em resposta ao estresse de membrana, detectado pelo acumulo da

proteina PspA, que é codificada pelo operon psp (MAGGIO-HALL et al., 2004).
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Considera-se que altos niveis de PspA previnem a perda de prétons através da
membrana (BRISSETTE et al., 1990; KLEEREBEZEM et al., 1996; MODEL et
al., 1997).

Conhece-se relativamente pouco sobre o metabolismo da cobalamina, a
forma como € regulada sua sintese ou porque algumas bactérias produzem
grande quantidade deste cofator (ESCALANTE-SEMERENA et al.,, 1987).
Quanto a sua funcéo, € sabido que a cobalamina é um importante cofator de
numerosas enzimas de metilacdo, reducdo e reordenamento intramolecular
(SCHNEIDER et al.,, 1987; STROINSKI, 1987). Apenas quatro enzimas
dependentes de B, séo identificadas em STM em condi¢cdes anaerdbicas.
Essas enzimas sao: |. Homocisteina metil-transferase que catalisa o ultimo
passo da sintese de metionina, ela é requerida por uma de duas
metiltransferases (produtos dos genes metE e metH) as quais
independentemente podem catalisar a metilacdo da homocisteina para formar
a metionina (ROTH et al., 1993). Il. Etanolamina amoénia liase que degrada
etanolamina a aceltadeido e aménia. A Salmonella spp. utiliza etanolamina
como fonte de carbono e nitrogénio (ROOF & ROTH, 1988, ROTH et al., 1996).
lll. Propanediol-desidratase converte propanediol a propionaldeido. Foi
recentemente mostrado que a Salmonella Typhimurium pode usar 1,2-
propanediol como uma fonte de carbono sob condicbes anaerdbicas de
crescimento somente se a vitamina B, € fornecida. IV. Quenosina sintetase
que catalisa o ultimo passo na sintese de quenosine (nucleosideo modificado,
encontrado em RNAt ASPASMHISTYY (NOGUCHI et al., 1982).
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[ll. OBJETIVOS

Este trabalho foi elaborado para avaliar a infec¢cdo de aves por mutantes
de Salmonella enterica sorovar Typhimurium, com o sistema respiratorio
anaerdbico comprometido, por alteracdes dos genes: narG, napA, cobS, chiA,
frdA, dmsA, e torC, verificando-se sinais clinicos e a mortalidade das aves
causada pelas cepas modificadas em comparacdo com a cepa original de

Salmonella Typhimurium.
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IV. MATERIAL E METODOS

4.1- Preparo de mutantes para estudo de genes envolvidos no processo de
respiracao anaerobica.

4.1.1- Desenho dos primers

Foram preparados primers para 0s genes chiA, cobS, torC, dmsA, narG,
napA e frdA. Aos primers adicionou-se sequéncias de nucleotideos relativas
aos sitios de restricAo das enzimas necessarias para que 0S mMesmMos
pudessem ser incorporados aos plasmidios e para a insercdo de marcadores.
Inseriu-se 0 gene de resisténcia a canamicina (Can") como marcador nos
genes chiA, torC, narG e o gene de resisténcia a espectinomicina (Spc") nos

genes napA, frdA, dmsA e cobS.

Nos primers externos (1 e 4) adicionou-se a sequéncia de bases para o
corte pela enzima Xbal (tctaga) (Gibco 15226), enquanto que nos primers
internos (2 e 3) adicionou-se a sequéncia de bases para o corte pela enzima
Kpnl (ggtacc)(Gibco 15232) para canamicina (Can) e pela enzima BamHI

(ggatcc) (Gibco 15201) para espectinomicina (Spc).

cobS:

Primer 4: agtctagaacagacccagcagaaagatc
Primer 3: ccgctaggtaccctgctgaccggtggttttca
Primer 2: cagcagggtacctagcggaataccacaccagg

Primer 1: gagatctagaacgaatctgctgtttgcgct
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ChiA:

Primer 4. tgtctagacagccagtgctgcaacattt
Primer 3: gccattggtaccatacggtgatgttaaaacat
Primer 2: ccgtaaggtaccaatggcatttttgaggagct

Primer 1. catctagaaaggcatcacgcatttattc

dmsA:

Primer 1: cgtctagaatgaaaactaagatccctga
Primer 2: aagatgggatccccatgaacgtgtcaaagtgc
Primer 3: tcatggggatcccatcttcaaacagcgtgacc

Primer 4: actctagactgaacgaggttcgtatgtg

torC:

Primer 4. catctagattcattgtgttctcccttat

Primer 3: ggattgggtaccctgttctgaagtgaaagtc
Primer 2: aagcagggtacccaatccctttatggcagtcg

Primer 1: actctagaatgcgaaaactctggagagc

narG:
Primer 4: cgtctagatatgggtcggtttcggcgtaat
Primer 3: attggcggtacctttcttataacgccggtta

Primer 2: aagaaaggtaccgccaatcagcgaaagata


https://comercio.softonic.com/esales/tienda/motor_tienda2.phtml?quehacer=comprar_programa&n_id=237
https://comercio.softonic.com/esales/tienda/motor_tienda2.phtml?quehacer=comprar_programa&n_id=237

Primer 1. cgtctagatgaactgcaccggttcttgta

Primer 5: taccatttcaccgttgcttgtt

napA:

Primer 1:cgtctagaagctttatgaaagctaacgc
Primer 2: cagctcggatcctgttgttagagcggaaac
Primer 3: acaacaggatccgagctgggcttctatctg

Primer 4: gatctagacggcatcgaagaacggcatat

frdA:

Primer 1: cgtctagaacctttcaagccgatcttgc
Primer 2:cagttcggatcccatggttgtcatcaacca
Primer 3: accatgggatccgaactggtggtgtttggt

Primer 4: gctctagattcaccgccgtaaacacgttt

4.1.2- Procedimento experimental para preparo dos mutantes

A metodologia adotada seguiu os protocolos conforme Sambrook &
Russel (2001) e Turner et al. (2003).

4.1.2.1- Preparo do gene defectivo

Para obtencdo dos fragmentos 1+2 e 3+4 foi utilizada a técnica da
reacao da polimerase em cadeia (PCR), tendo-se como substrato, cromossomo

de Salmonella enterica serovar Typhimurium resistente ao acido nalidixico
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(STM Nal'). O termociclador foi preparado com a seguinte programacao:
estdgio 1: um ciclo de 95°C/1minuto; estagio 2: 95°C/20segundos,
50°C/1minuto e 72°C/1minuto, repetidos 25 vezes; estagio 3: um ciclo a
72°C/5minutos.

A solucdo submetida a PCR consistia de:

50 pL de X/mix [106 pL H,O, 15 L 10X buffer, 15 uL 2mM dNTP, 4,5 uL MgCl
(Sigma p-7516)]

0,5 uL de primer 1 + 2
0,5 uL de primer3+4
0,4 uL de taqg DNA polimerase (Invitroyen 10342-020)

0,4 pL de cromossomo

ApoOs a amplificacdo dos genes, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose para andlise do tamanho dos fragmentos
obtidos (Aparelho: Consort E863, 600V 250mA, cuba Horizon 11-14 CE, Life
Technology). Utilizou-se 90 mL de gel composto por agarose a 1%, diluida em
solucdo tampédo TAE (4,84g TRIS base, 1,034mL &cido acético glacial, 2mL
0,5M EDTA, H,0 gsp 1000mL, pH 8,0) acrescido de 9 uL de solugcéo aquosa a
1% de Brometo de etidio (Sigma E-4391). As amostras, mais o marcador de
peso molecular (1uyL DNA Gibco 10787-018, 2uL de solugéo corante e 7uL
agua destilada) foram submetidos a uma corrente elétrica de 70V durante uma

hora e meia. O gel foi colocado sob luz ultravioleta e fotografado.

ApOs a constatacdo de que se obteve o produto desejado, as amostras
foram purificadas em MicroSpin Columns S-400HR (Pharmacia Biotech).
Posteriormente, os fragmentos 1+2 e 3+4 foram unificados através da técnica
da PCR, utilizando a mesma solucdo e programacao descritas acima,
alterando-se apenas o tempo de extensdo a 72°C, de 1 minuto para 1:30

minutos.
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4.1.2.2. Insercao do gene no plasmidio p-Gem easy vector

Antes de o gene defectivo ser introduzido no mutante definitivo (STM
Nal"), ele foi inserido em plasmidios, os quais, assim como as cepas de E. coli

utilizadas para multiplica-los, favorecem as transformacdes desejadas.

A primeira etapa consistiu da insercao do gene defectivo no plasmidio p-
Gem easy vector (Promega L 2001), conforme recomendacdo do laboratorio
que o produz. Preparou-se uma mistura contendo p-Gem (0,5 yL), ligase buffer
(2,5 yL), gene (1,5 pL) e ligase (0,5 pL), a qual foi incubada a 23°C/3horas. Em
seguida, adicionou-se 2uL dessa mistura a 50uL de uma suspenséao de ceélulas
de E. coli cepa JM109 (JM109). Depois de permanecer 20 minutos em gelo, a
suspensao de células foi submetida a 42°C durante 50 segundos, ficando em
repouso por 2 minutos em gelo. Recebeu 950 yL do meio SOB (20,609 de
triptona, 5g extrato de levedura, 0,6g de NaCl, 0,199 de KCI, H,0 gqsp 1000mL,
pH 8,0), sendo incubada a 37°C por 1:30/h. Decorrido este periodo, foi
espalhada na superficie de cinco placas contendo &gar LB (agar Lennox L
22700-025 Invitrogen) adicionado de solucdo de ampicilina (Amp) (100 pL/mL),
de X-gal (200 uL diluido em DMSO Promega V 3941) e IPTG (0.04g/mL H,0O,
Promega V3955). As placas foram incubadas a 37°C durante 24 horas. As
colénias de E. coli de coloracdo azul correspondem a aquelas que néo
receberam o plasmidio, enquanto que as colénias transformadas apresentam

coloracao branca.

Bactérias provenientes de col6nias supostamente contendo o plasmidio
p-Gem (brancas), foram submetidas a técnica da PCR, seguida de eletroforese,

para confirmagao.
A solucéo submetida a PCR consistia de:

30,0 yL de X/mix [106 pyL H,0, 15 uL10X buffer, 15 Ml 2mM dNTP, 4,5 uL MgCl
(Sigma p-7516)]

0,5 uL de primer M13F

0,5 yL de primer 1
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0,4 uL de tag DNA polimerase
Colbnia (+)

A programacéao do termociclador foi mantida a mesma, utilizada na etapa de

unificacdo dos fragmentos.
4.1.2.3. Extracédo do plasmidio p-Gem easy vector de E. coli IM109

Uma colbnia de E. coli JM109 com as caracteristicas desejadas,
confirmada por PCR, foi selecionada e inoculada em 10 mL de caldo LB,
incubado a 37°C/24h em agitacao. A cultura foi centrifugada a
4500rpm/4°C/12minutos. O sedimento foi ressuspenso em 200 pyL de tampéao
TE (10Mm de TRIS pH 8,0, e 1mM de EDTA pH 8,0), transferido a um
microtubo (1,5mL), no qual acrescentou-se 400 uL de SDS (0,45g de SDS,
3mL 3M de NaOH). Apdés misturar gentilmente, o tubo permaneceu em
temperatura ambiente por 2 minutos. Prosseguindo, acrescentou-se 400 uL de
KOAc (3M KC,;H,0,, 2M HOAc, 1mM EDTA) gelada e apdés misturar
gentilmente, centrifugou-se por 4500rpm/4°C/5minutos. O sobrenadante foi
transferido a outro tubo contendo 400 uL de fenol/cloroformio (Sigma p-2069).
Apéds nova centrifugacéo 4500rpm/4°C/5minutos, o sobrenadante foi transferido
a outro microtubo, onde se adicionou 500 pL de isopropanol, centrifugando-se
novamente por 10 minutos. A seguir, descartou-se 0 sobrenadante e
acrescentou-se etanol (70%). ApoOs a remocao do etanol, o sedimento foi
ressuspenso em 50 pyL de tampédo TE contendo 0,9 uL de RNAase (Sigma R-
5500) e incubado a 37°C durante 30 minutos, sendo posteriormente submetido
a eletroforese em gel de agarose.

4.1.2.4. Digestdo enzimética

Nesta etapa, o produto (1+2 e 3+4) foi preparado para receber o
marcador (gene de resisténcia a antibiotico). Os primers 2 e 3 foram
desenhados contendo 6 bases relativas as enzimas BamHI (espectinomicina)

ou Kpnl (canamicina).
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Componentes da solu¢édo enzimatica:

Enzima 3 yL
Tampéao da enzima 4 uL
Agua destilada 23 L
DNA 5 uL

A solucdo enzimatica foi incubada a 37°C por 2 horas. A digestao foi
interrompida adicionando-se 1uL de solugéo de EDTA pH 8, sendo em seguida,
purificada em coluna (Qiagen purification kit) e submetida a eletroforese para

avaliacao.

4.1.2.5. Adicdo do gene que confere a bactéria resisténcia ao antibiotico e

insercdo no plasmidio p-Gem easy vector

Apés a digestdo enzimética, adicionou-se o marcador ao plasmidio p-
Gem. Para tanto, 1,5 yL do plasmidio mais 2,0 yL do marcador (Can" ou Spc"),
permaneceram 3 minutos a 55°C e em seguida, um minuto em gelo, antes de
receber 1 uL de ligase buffer e 0,5 uL de ligase (Invitrogen 15224-025) e ser
incubado a 23°C por 3 horas. Posteriormente, adicionou-se 2 gL dessa mistura
a 50 yL de uma suspenséao de células de E. coli IM109 que permaneceu 20
minutos em gelo, sendo a seguir submetida a temperatura de 42°C por 50
segundos, voltando a permanecer em gelo por 2 minutos. Apoés receber 950 L
do caldo SOB, foi incubada a 37°C por uma hora, sendo em seguida despejada
em 6 placas de &gar LB contendo ampicilina (100ug/mL) mais canamicina
(30pg/mL) ou espectinomicina (50ug/mL). As placas foram incubadas a 37°C

por 24 horas.

Coldnias bacterianas resistentes a ampicilina (Amp") e canamicina (Can")
ou Amp" e espectinomicina (Spc'), foram submetidas a técnica da PCR, para

confirmacgéo.
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As cepas de STM Amp" e Can' foram submetidas a técnica da PCR
utilizando-se os primers M13F + 19077, M13F + 19078, M13R + 19077 e M13R
+ 19078. Para os mutantes Amp' e Spc', utilizaram-se os primers M13F +
M13R e Spc IN. Os primers 19077 e 19078 identificam o marcador Can' e o

primer Spc IN, o marcador Spc'.

4.1.2.6. Extracao do plasmidio p-Gem easy vector de E. coli IM109 e digestédo

enzimatica

O plasmidio p-Gem foi novamente extraido de células de E. coli IM109
para nova digestdo enzimatica a semelhanca do que foi feito anteriormente
(4.1.2.3), exceto que agora, tratou-se com a enzima Xbal (utilizando-se o
tampdao 2) todos os genes. Esta enzima atua na extremidade dos primers 1 e 4
no plasmidio, permitindo a separacdo do gene defectivo do p-Gem e posterior

ligacdo no plasmidio pJCB12, também submetido a digestédo por Xbal.

A solucao obtida foi submetida a eletroforese em gel de agarose para

confirmar a acdo enzimatica.

Na etapa seguinte transferiu-se o gene defectivo para outro plasmidio
(pJCB12).

4.1.2.7. Ligacao do gene defectivo no plasmidio JCB12

Para a insercdo do gene defectivo no plasmidio, misturou-se 2,5 uL da
solucéo contendo p-Gem, apds digestdao enziméatica, com 1,0 uL de pJCB12,
também submetido ao mesmo processo de digestdo enzimatica. Apds
tratamento térmico a 55°C por 3 minutos, a mistura permaneceu em gelo por 1
minuto e adicionou-se 1,0 yL de ligase buffer e mais 0,5 yL de ligase. Apoés
homogeneizacdo, a mistura foi incubada a 23°C/2horas, permanecendo a

—20°C até o momento de uso.
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e Preparo de células de Escherichia coli DH5aA pir

Esta cepa de E.coli (DH5aA pir) é necesséria por favorecer a multiplicacéo
do pJCB12.

Preparou-se uma cultura de E. coli DH50A pir em caldo LB (Invitrogen
12780-052) incubado a 37°C/24h. Desta cultura, transferiu-se 1 mL para
100mL de caldo LB incubado a 37°C/3horas em agitagdo. A cultura foi
centrifugada a 4000rpm/4°C/14 minutos e o sedimento obtido, foi ressuspenso
em 50 mL de agua destilada, homogeneizado e centrifugado a 3500rpm/4°C
durante 14 minutos. O sedimento final foi ressuspenso em 80 uL de solucdo de
glicerol a 10% e mantido em gelo.

e Eletro-transformacao

A suspenséao de células de E.coli DH5aA pir (80 uL) foi misturada com 4 pL
da solucdo de plasmidios, permaneceu 1 minuto em gelo e foi transferida para
uma cuba (0,1 mL) de eletro-transformacéo, a qual, foi submetida a uma
corrente elétrica (aparelho gene pulse Biorad, resisténcia 200 OHMS,
capacitancia 25 uFD e gene pulse 125). Em seguida, acrescentou-se um mL
de caldo LB e incubou-se a suspensdo bacteriana a 37°C/lhora. Depois,
espalhou-se a cultura sobre placas de agar LB acrescido de cloranfenicol
(20pg/mL) e canamicina (30ug/mL) ou espectinomicina (50ug/mL), que foram
incubadas a 37°C por 24 horas.

Assim como a ampicilina era o marcador de p-Gem, cloranfenicol é o
marcador do pJCB12.

Colbnias bacterianas resistentes a cloranfenicol (C'), Spc’ ou Can" e Amp®,
foram purificadas e submetidas a PCR e eletroforese em gel de agarose para
confirmacdo. S&o colbnias de E. coli DH5aA pir contendo pJCB12 (C') com o

gene (Can' ou Spc'), mas que nido contém mais o p-Gem (Amp°®).
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A solucdo submetida & PCR consistia de: 30 puL de X/mix [106 yL H,O, 15
ML10X buffer, 15 Ml 2mM dNTP, 4,5 yL MgClI (Sigma p-7516)].

0,5 yL de primer 1
0,5 yL de primer 4
0,4 yL de Tag DNA polimerase

Colénia  (+)

4.1.2.8. Transferéncia de p-JCB12 (C" e Can' ou Spc') para E. coli S17.1 A pir

ApoOs a confirmacdo de que a cepa de E. coli DH5aA pir adquiriu o p-
JCB12, extraiu-se o plasmidio JCB12, contendo o gene defectivo e o seu
marcador (Can" ou Spc'), para transferi-lo a outra cepa de E. coli S17.1 A pir,
conforme descrito no item 4.1.2.6 e 4.1.2.7. Neste caso, misturou-se 4 uL da
solucéo do plasmidio com 80uL da suspenséo de células de E. coli S17.1 A pir,
prosseguindo conforme descrito anteriormente, sendo a cultura semeada em

agar LB contendo cloranfenicol mais canamicina ou espectinomicina.

As colbnias bacterianas foram purificadas em agar LB acrescido dos
discos de antibidtico cloranfenicol (30ug), ampicilina (25ug) e canamicina
(30ug) ou espectinomicina (50ug) e avaliadas pela técnica da PCR, conforme

foi utilizado para E. coli DH5aA pir.

4.1.2.9. Conjugacdo do gene defectivo (Can" ou Spc’) em Salmonella

Typhimurium.

O gene defectivo, agora em E. coli S17.1\ pir, est4 pronto para ser
inserido no recipiente final, Salmonella Typhimurium, cepa resistente ao acido

nalidixico.
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As culturas de E. coli S17.11A pir e STM Nal’, foram preparadas,
individualmente, em agar LB incubado a 37°C por 24 horas. Com auxilio de
uma alca bacteriolégica, o crescimento das duas culturas foi misturado e
espalhado na superficie de agar LB, que foi incubado a 37°C por 90 minutos.
Usando a alga bacteriologica, o crescimento foi colhido e adicionado a 10 mL
de caldo LB, que foi espalhado, também com alca, sobre a superficie de agar
LB contendo &cido nalidixico (20ug/mL) e canamicina ou espectinomicina. As
placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. As colbnias emergentes foram
semeadas em agar LB contendo discos impregnados com os antibiéticos acido

nalidixico (30ug), cloranfenicol e canamicina ou espectinomicina.

Colbnias bacterianas Nal’, Can’ ou Spc' e C®, foram submetidas a prova
de aglutinagdo frente ao soro contendo anticorpos anti Fator 4 (Difco).
Posteriormente, prova semelhante foi realizada utilizando-se uma solugéao de

acriflavina (0,001%) para certificar-se que nao se tratava de cepa rugosa.

As colonias 04 (+) e acriflavina (-) foram submetidas a PCR para

caracterizacao definitiva do mutante desejado.

A reacao da PCR foi realizada utilizando-se os primers 1 + 4 de cada
mutante, sendo que, para o gene NarG, acrescentou-se um teste a mais com

os primers 1 + 5.

4.1.2.10. Transducao

O preparo de mutantes de STM contendo dois genes defectivos foi

realizado por meio de transducgéo.

As cepas de Salmonella Typhimurium contendo os genes defectivos
chiA Can', torC Can' e narG Can' (cepas doadoras), foram cultivadas
individualmente em 10 mL de caldo LB, que foi incubado a 37°C por 24 horas.
Essas culturas contém aproximadamente 10° UFC/mL. Foi adicionado o
volume de uma solucdo de bacteriéfago P22 (@P22), para se obter uma
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relagdo de 0,039/ 1 bactéria. A mistura foi incubada a 37°C por 24 horas,

estatica.

A seguir, centrifugou-se o cultivo a 4000rpm/4°C/25minutos, filtrou-se o
sobrenadante (45um) e procedeu-se a contagem do @P22 em agar LB com
camada de Salmonella Typhimurium F98. Prosseguindo, preparou-se culturas
de STM F98 contendo os genes defectivos cobS Spc', napA Spc’ e dmsA Spc'.
Antes da adicado do bacteriéfago, a cultura foi centrifugada, conforme descrito
acima e ressuspensa em 1 mL de caldo LB. Neste caso, a relagdo @P22/STM
F98 devera ser de 0,8/1,0. O @P22 cultivado em STM AcbiA Can" foi
adicionado a cultura de STM AcobS Spc'. O @P22 cultivado em STM A torC
Can' foi adicionado a cultura de STM AdmsA Spc'. O @P22 cultivado em STM
AnarG Can' foi adicionado a cultura de STM AnapA Spc’. A mistura foi
incubada a 37°C/30 minutos, estéatica, e depois espalhada em placas de agar
LB contendo acido nalidixico (20ug/mL) e canamicina (30ug/mL), que foi
incubado a 37°C/24horas. Colbnias emergentes foram purificadas em agar LB
mais discos de antibiogramas impregnados com os antibidticos acido nalidixico
(30pg/mL), canamicina (30pg/mL) e espectomicina (50pg/mL), sendo
incubadas a 37°C/24horas. ApoOs testes de aglutinacdo com soro e prova
semelhante utilizando-se uma solucdo de acriflavina, colbnias emergentes

foram submetidas a técnica da PCR para confirmacéo dos resultados.
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Tabela 1. Pesos moleculares (PM) do gene original e do gene defectivo napA,
narG, frdA, cbiA, cobS, torC e dmsA.

GENES

napA narG frdA cobS cbiA  torC  dmsA
PM original (bp) 2486 3743 1790 994 1360 1185 2445

PM gene defectivo (bp) 1030 1013 1060 964 930 1060 1160

4.2- Ensaios in vivo

Esses ensaios seguiram os modelos adotados por BERCHIERI et al. (2001).

4.2.1- Amostra bacteriana

Nestes ensaios foram utilizados os mutantes de STM contendo os genes
defectivos napA, frdA, dmsA, cobS, chiA, narG e aqueles com alteracdo dupla
cobSchiA e torCdmsA. Para o desenvolvimento do trabalho, o desafio das
aves do grupo controle foi realizado, utilizando-se uma cepa de Salmonella

Typhimurium resistente espontaneamente ao acido nalidixico (STM Nal").

4.2.2- Preparo dos in6culos de Salmonella Typhimurium

As culturas de STM foram preparadas em 10 mL de caldo LB a 37°C por
24 horas em agitacdo (100rpm). Posteriormente a cultura foi diluida em
solucdo salina tamponada pH 7,4 (PBS) na proporcdo de 1:10 e diluidas
decimalmente até 10°. De cada diluicio transferiu-se 0,1 de cada para uma
placa contendo agar VB o qual foi incubado por 24h a 37°C. Decorrido este
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periodo, procedeu-se a contagem bacteriana. As culturas continham em torno
de 10° UFC/mL.

4.2.3- Aves

Foram utilizados pintainhos de corte de um dia de idade de linhagem

comercial procedentes de um incubatorio localizado no Estado de S&o Paulo.

O alojamento foi feito em bateria com aquecimento artificial. As aves

receberam alimento e agua "ad libitum". A racéo foi a base de milho e soja.

No momento do recebimento das aves, amostras de meconio do fundo
das caixas de transporte foram colhidas segundo metodologia adotada por
ZANCAN et al. (2000). Os suabes foram colocados em tubos contendo caldo
selenito (Oxoid CM 395 e LP 121A), adicionado de novobiocina (SN). Apoés
incubacdo a 37°C por 24 horas, os caldos foram semeados em placas
contendo agar Verde Brilhante (Oxoid CM 0263) (VB), que foram incubadas a
37°C por 24 horas.

4.2.4- Infeccdo de aves por mutantes de Salmonella de STM contendo genes

defectivos relacionados ao sistema de respiracao anaerobica.

4.2.4.1- Experimento 1

As aves foram inoculadas no primeiro dia de vida, recebendo 0.1 mL do

inéculo por via intraesofagica.

Neste experimento, o inéculo consistia de cultura de STM preparada em
caldo LB incubado a 37°C/24 horas em agitacdo e diluida, também, em caldo
LB a 103 Este inéculo continha aproximadamente 10° UFC/mL. Foram

formados nove grupos de 20 aves cada. Foram preparados indculos de STM,
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cepas STM AdmsA Spc', STM AcobS Spc', STM AfrdA Spc', STM AnapA Spc',
STM AcbiA Can', STM AnarG Can', STM AtorC Can' AdmsA Spc', STM AcobS
Spc' AcbiA Can' e a cepa original STM Nal' (grupo controle).

As aves foram examinadas durante 21 dias, registrando-se a
mortalidade e os sinais clinicos apresentados. No 21° de vida, as aves
remanescentes foram sacrificadas e, utilizando-se suabe de algodao, amostras
de conteudo cecal foram colhidas e colocadas em tubos contendo 2 mL de
caldo SN. ApOs agitacdo, as amostras foram semeadas em agar VB contendo
acido nalidixico e novobiocina (VBNal/Nov). A seguir, placas e tubos foram
incubados a 37°C durante 24 horas. Na auséncia do crescimento em agar
VBNal/Nov, o suabe correspondente foi novamente semeado em placas
contendo agar VBNal/Nov, incubadas a 37°C/24h. Decorrido este periodo,

procedeu-se a leitura das placas.

4.2.4.2- Experimento 2

As aves foram inoculadas no primeiro dia de vida, recebendo 0.1 mL do

inoculo por via intraesofagica.

Neste experimento, o inéculo consistia de cultura de STM preparada em
caldo LB incubado a 37°C/24 horas em agitacdo e diluida, também, em caldo
LB a 102 Este inéculo continha aproximadamente 10° UFC/mL. Foram
formados seis grupos de 60 aves cada. Foram preparados inoculos de STM,
cepas STM AdmsA Spc', STM AcbiA Can', STM AfrdA Spc', STM AnarG Can',
STM AcobS Spc" AcbiA Can" e a cepa original STM Nal' para o desafio do
grupo controle.

A semelhanca do experimento in vivo anterior, as aves foram
examinadas durante 21 dias, registrando-se a mortalidade e os sinais clinicos
apresentados. No 21° de vida, as aves remanescentes foram sacrificadas e
realizou-se o exame bacteriolégico destas aves por meio de suabes de figado e

conteudo cecal, os quais foram processados, individualmente, para avaliacdo
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da infeccdo sistémica e excregédo fecal respectivamente. As amostras do
conteudo cecal e do figado foram colhidos com suabes de algodao estéreis, os
quais foram colocados em tubos contendo caldo SN. Apdés da agitacdo as
amostras foram semeadas em agar VB Nal/Nov. A seguir, placas e tubos
foram incubados a 37°C por 24 horas. Na auséncia de crescimento em agar
VBNal/Nov, o suabe correspondente foi novamente semeado em placas
contendo agar VBNal/Nov, incubadas a 37°C por 24 horas. Decorrido este

periodo, procedeu-se a leitura das placas.

4.3 - Analise estatistica

Os dados relativos a mortalidade foram analisados pelo teste néo
paramétrico do Qui-quadrado com nivel de significancia de 5% (GREENWOOD
& NIKULIN, 1996).
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V. RESULTADOS

5.1- Preparo de mutantes de STM para estudo de genes envolvidos no

processo de respiracdo anaerdbica.

A Figura 1 ilustra as etapas iniciais do preparo do gene defectivo.

gene ariginal (frdA, narZ | narG, napd,
cobZ, chid, tord, dmsa)

L 1
1 1
Frirner - <= Prmer 2 Primzr 3 - <-- Primer 4
- 5,

B’ t

('AII fragrento 142 ‘ragranto 3+4

prmcrz1 o 4
1+2 e 3+4 do gene defectivo (1+2 e 3+4) a partir
dos genes originais de napA, narG, frdA, chiA,
1 cobs, torC e dmsA. (A): Obtencdo do fragmento
1+2 através da realizagdo de uma PCR com
primers 1 e 2. (B): Obtencdo do fragmento 3+4
através da realizagdo de uma PCR com primers 3
e 4. (C): Obtencdo do gene defectivo apds unido
dos fragmentos 1+2 e 3+4 através da realizacdo de
PCR com primers 1 e 4.

j_:;l> \/ Figura 1: Esquema da formacgdo dos fragmentos

ol
(C, fragmetnito 1+283+4

Nas figuras de 2 a 10 estdo as fotos relativas aos resultados da PCR,
mostrados na forma de migragdo em agarose, referentes aos genes defectivos
chiA, cobS e dmsA , narG, frdA, napA (Can" ou Spc') inseridos em STM Nal'.
As figuras 9 e 10 referem-se aos mutantes que receberam dois genes
defectivos (STM cobSchiA e STM torCdmsA).
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1930 bp

1360 bp

MwW 1 2 3 4 5 6 7 MW

Figura 2: Eletroforograma apresentando a amplificacdo do gene chiA de STM em gel
de agarose a 1%. MW: Marcador de peso molecular (1Kb plus DNA Ladder).

Bandas 1 a 5: fragmento de STM AchiA Can' (1930bp). Bandas 6 e 7:
fragmento STM cbiA (original) (1360bp).

Figura 3: Eletroforograma apresentando a amplificacdo do gene cobS de STM em gel

de agarose a 1%. MW: marcador de peso molecular (1Kb plus DNA Ladder).
Bandas 1 a 6: fragmento de STM AcobS Spc' (2964bp).

Bandas 7 e 8:
fragmento de STM cobS (original) (994bp).
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(hp)
3000

b 2060 bp

1630

1185 bp
1000

Figura 4: Eletroforograma apresentando a amplificagdo do gene torC de STM em gel
de agarose a 1%. MW: marcador de peso molecular (1Kb plus DNA
Ladder). Bandas 1 a 5: fragmento STM AtorC Can' (2060bp). Bandas 6 e 7:
fragmento STM torC (original) (1185bp).

Figura 5: Eletroforograma apresentando a amplificacdo do gene dmsA de STM em
gel de agarose a 1%. MW: marcador de peso molecular (1Kb plus DNA
Ladder). Bandas 1 a 6: fragmento STM AdmsA Spc' (3160bp). Bandas 7 e
8: fragmento STM dmsA (original) (2575bp).
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Figura 6: Eletroforograma apresentando a amplificacdo do gene napA de STM em gel
de agarose a 1%. MW: marcador de peso molecular (1Kb plus DNA

Ladder). Bandas 1 a 5: fragmento STM AnapA Spc' (3030bp). Bandas 6 a
8: fragmento STM napA (original) (2486bp).

(bp)

R 3060 bp
3000

20 1790 bp
16850

Figura 7: Eletroforograma apresentando a amplificacdo do gene frdA de STM em gel

de agarose a 1%. MW: marcador de peso molecular (1Kb plus DNA Ladder).

Bandas 1 a 4: fragmento STM AfrdA Spc' (3060bp). Bandas 5 a 8:
fragmento STM frdA (original) (1790bp).
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2013 bp

3743 bp

MW 1 2 3 4 5 6 7

Figura 8: Eletroforograma apresentando a amplificacdo do gene narG de STM em gel
de agarose a 1%. MW: marcador de peso molecular (1Kb plus DNA
Ladder). Bandas 1 a 4: fragmento STM AnarG Can' (2013bp). Bandas 5 a
7: fragmento STM narG (original) (3743bp).

2964 bp

1930 pb

1360 pb

994 pb

MW 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 9: Eletroforograma apresentado a amplificacdo dos genes cobS e cbiA de STM
em gel de agarose a 1%. MW: marcador de peso molecular (1Kb plus DNA
Ladder). Bandas 1 a 3: fragmento STM AcobS Spc' (2964bp). Bandas 4 e
5. fragmento STM cobS (original) (994bp). Banda 6: Salmonella
Typhimurium F98 AcobS Spc' (2964bp). Bandas 7, 8 e 9: fragmento STM
AcbiA Can' (1930bp). Bandas 10 e 11: fragmento STM chiA (original)
(1360bp). Banda 12 e 13: Salmonella Typhimurium F98 cbiA Can' (1930bp).
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3160 pb
2575 pb

2060 pb

1185 pb

MW 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 MW

Figura 10: Eletroforograma apresentando a amplificacdo do gene torC e dmsA de
STM em gel de agarose a 1%. MW: marcador de peso molecular (1Kb
plus DNA Ladder). Bandas 1 a 3: fragmento STM AtorC Can' (2060bp).
Bandas 4 e 5: fragmento STM torC (original) (1185bp). Banda 6:
Salmonella Typhimurium F98 torC Can' (2060bp). Bandas 7, 8 e 9:
fragmento STM AdmsA Spc' (3160bp). Bandas 10 e 11: fragmento STM
dmsA (original) (2575bp). Banda 12 e 13: Salmonella Typhimurium F98
dmsA Spc' (3160bp).

5.2- Infeccdo de aves por mutantes de STM contendo genes defectivos

relacionados ao sistema de respiracdo anaerdébica.

5.2.1 Experimento 1

No momento da chegada das aves, as amostras de suabes do fundo da
caixa de transporte de pintos de um dia de vida, apresentaram-se negativas na
pesquisa de Salmonella spp.
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Neste experimento foi avaliada a mortalidade de aves infectadas pela via
intra-esofagica com mutantes de Salmonella Typhimurium no primeiro dia de

vida. Todos os pintainhos receberam 0,1 mL de cultura de STM, preparada e

diluida a 103, Abaixo estdo as contagens de STM nos inéculos:

ApGs a infeccdo, as aves foram observadas diariamente. Clinicamente,
a partir do 3° dia poés-inoculacao (dpi), os pintainhos apresentaram sonoléncia,
apatia, fraqueza e anorexia. Ao redor da cloaca, observou-se acumulo de
fezes, as vezes marrom-esverdeada. A mortalidade comecou a partir do 4° dpi.
Observou-se incoordenacdo motora a partir do 7° dpi, verificando-se edema
das articulacdes tibiotarsal e humeroradial com claudicacdo. Ocorreram
também, tremores na cabeca e no pescoco, semelhantes a calafrios e a
maioria dos animais doentes apresentaram cegueira (uni ou bilateral) (Figura
11). Depois do 16° dpi, os pintainhos comegaram a se recuperar, notando-se
aumento nos consumos de alimento e agua. Em geral, os sintomas
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apresentados pelas aves infectadas com as cepas mutantes foram

semelhantes aos apresentados pelas aves do grupo controle.

Figura 11. Alteracdo ocular em pintainho infectado com cultura de STM no 12°
dpi.

Os resultados relativos a mortalidade estdo na Tabela 2. A mortalidade
foi mais acentuada, com relacdo ao grupo controle, nas aves infectadas com os
mutantes STM AdmsA e STM AcbiA. Mortalidade semelhante ao grupo
controle ocorreu com as aves infectadas com a cepa STM AtorCAdmsA e
menor mortalidade de aves infectadas com os mutantes contendo os genes
defectivos STM AcobS, STM AnarG, STM AfrdA, STM AnapA, STM
AcobSAcbiA. No grupo em gue as aves foram infectadas com o mutante STM
AnarG observou-se diferenca estatisticamente significativa em comparacao

com o grupo de aves infectadas com a cepa controle (x% p < 0.05).
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Tabela 2. Mortalidade de aves infectadas com cepas de Salmonella
Typhimurium contendo genes defectivos associados a
respiracdo anaerébica, desafiadas com cultura diluida a 107,
contendo aproximadamente 10° UFC/mL.
Gene Mortalidade acumulativa dias p6s-infecgao Total
defectivo
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 N/Total (%) Ce (%)
narG 2 2/20* 10 100%
frdA 1 4 6 7 720 35  100%
dmsA 1 2 6 7 8 9 10 10/20 50 100%
cbiA 1 5 6 8 9 10 10 10/20 50  100%
cobS 1 2 3 4 6 6 6/20 30 100%
napA 1 4 5 6 7 7/20 35 100%
cobS 1 2 3 4 4/20 20 100%
chiA
torC 1 2 5 6 7 8 8/20 40 100%
dmsA
C 1 3 4 5 6 7 8 8/20 40 99,9%

C: Grupo controle Salmonella Typhimurium (cepa selvagem). Ce: ceco.

*Diferenca estatisticamente significativa em comparacéo ao grupo controle (xz, p < 0.05).

Aos 21 dias de vida, as 130 aves restantes foram sacrificadas,

realizando-se suabe de conteudo cecal desses animais. Em todos os grupos

de aves se verificou a presenca de Salmonella Typhimurium, com excecdo de

um animal do grupo controle.

alteracdes sistémicas causadas pela infeccéo (Figura 12).

Os achados na necropsia demonstraram as
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Figura 12. Comparacao de aves do grupo controle infectadas com Salmonella

Typhimurium. (A) Ave com figado normal. (B) Ave com figado
alterado, observe-se aumento de tamanho e presenca de pontos
necroticos.

5.2.2- Experimento 2.

No momento da chegada das aves, as amostras de suabes de fundo de
caixa de transporte de pintos de um dia de vida, apresentaram-se negativas na
pesquisa de Salmonella spp.

Foi avaliada a mortalidade de aves infectadas pela via intraesofagica,
com mutantes de Salmonella Typhimurium no primeiro dia de vida. Todos os
pintainhos receberam 0,1 mL de cultura diluida a 10%de STM. Abaixo estéo as
contagens das culturas de STM:
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Cepa Contagens do inéculo
STM Nal' 4,1 x 10° UFC/mL
STM Nal'AnarG 2,2 x 10° UFC/mL
STM Nal'AfrdA 4,2 x 10° UFC/mL
STM Nal’AdmsA 3,5 x 10° UFC/mL
STM Nal'AcbiA 3,5 x 10° UFC/mL
STM Nal'AcobSAchiA 3,3 x 10° UFC/mL

Na Tabela 3 encontram-se os resultados dos ensaios in vivo com STM.
Neste teste foram utilizados cinco grupos de aves desafiadas com os mutantes
de STM, cepas AdmsA, AfrdA, AcbiA, AnarG, AcobSAcbiA e um grupo controle
o qual foi desafiado com a cepa original (selvagem). Em nenhum grupo
desafiado com cepas mutantes a mortalidade foi maior que a do grupo controle.
As aves infectadas com as cepas mutantes de STM AnarG, AdmsA, AfrdA e
AcobSAcbiA apresentaram diminuicdo significativa da mortalidade comparada

com o grupo controle (32, p < 0.05).
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Tabela 3. Mortalidade de aves infectadas com cepas de Salmonella
Typhimurium contendo genes defectivos associados a respiracéo
anaerébica, desafiadas com cultura diluida a 102 contendo
aproximadamente 10° UFC/mL.

Suabes

Mortalidade acumulativa dias pés-infecgédo Total % +)

Gene aves
restante

Defectivo S
5 6 7 8 9 100 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 NUm. F Ce

Total % % %
narG 5 14 20 21 22 23 24 27 28 29 30 30/60* 50 31 100
frdA 3 10 15 19 21 22 24 25 26 29 29/60* 48 40 100
dmsA 2 13 17 21 23 24 25 26 27 28 29 30 30/60* 50 39 100
chiA 3 12 16 21 25 26 30 32 33 35 35/60 58 33 100
cobS 2 14 19 23 26 27 28 29 30 30/60* 50 25 100

chiA

© 3 11 15 19 24 28 32 36 41 43 45 46 46/60 77 33 100

C: Grupo controle Salmonella Typhimurium (cepa selvagem). F: Figado. Ce: Ceco. *Diferenca

estatisticamente significativa em comparacéo ao grupo controle (xz, p < 0.05).

Aos 21 dias de vida, as aves restantes foram sacrificadas, realizando

suabes de conteudo cecal desses animais.

Nos cecos de todas as aves

inoculadas, foi verificada a presenca de Salmonella Typhimurium. Os achados

na necropsia foram compativeis com as alteracdes sistémicas causadas pela

infeccéo de aves por STM (Figura 13 e 14).
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Figura 13. Figado encontra-se congesto, aumentado de tamanho e com
presenca de pontos necroticos de ave infectada com STM
AchbiA.

Figura 14. Aves infectadas com STM AcobS. (A) Ave com figado e baco
congesto, aumentado de tamanho e com presenca de pontos
necréticos. (B) Ave com figado e baco normal.


https://comercio.softonic.com/esales/tienda/motor_tienda2.phtml?quehacer=comprar_programa&n_id=237
https://comercio.softonic.com/esales/tienda/motor_tienda2.phtml?quehacer=comprar_programa&n_id=237

VI. DISCUSSAO

Salmonella Typhimurium € um parasita intracelular, anaerdbico facultativo que
esta entre os agentes do Paratifo Aviario. Embora os fatores de viruléncia
sejam responsaveis pelo desencadeamento e evolucdo da doenca (VAN
IMMERSEL et al., 2005), durante o parasitismo intracelular, a bactéria dispde
de varios recursos metabdlicos para sobreviver. Dentre esses recursos,
encontram-se 0s mecanismos de respiracdo em anaerobiose. A célula
hospedeira contém diversas substancias que podem ser utilizadas como
substrato para a producdo de energia. A bactéria os aproveita conforme sua
necessidade e disponibilidade. Para isso, dispde de sistemas enzimaticos que
sdo acionados visando a sua sobrevivéncia. Em algumas situacfes, um
sistema enzimatico inibe a atuacao do outro (GENNIS & STEWART, 1996).

Em geral, os conhecimentos gerados a respeito da infeccdo por
Salmonella spp. foram obtidos em estudos utilizando camundongos como
modelo animal (MITTRUCKER & KAUFMANN, 2000). Embora esses estudos
sejam importantes, ressalta-se que existem diferencas entre 0s sistemas
imunes de mamiferos e de aves (LANGMAN & COHN, 1993), de forma que a
resposta imune a infeccéo pode diferir entre os animais domésticos (SOWDER
et al., 1988).

Muitos sorotipos de Salmonella spp. ja foram isolados de aves com ou
sem o quadro da enfermidade. A relagao parasita-hospedeiro com a ave difere
entre eles. De acordo com Paulin et al. (2002), nas etapas da patogénese de
Salmonella spp. incluem-se a inducdo de resposta imune, invasao intestinal e
proliferacdo sistémica. A patogenicidade de salmonelas paratificas depende de
uma série de fatores associados a bactéria, a ave e as condi¢des de criagcao.
Alguns sorotipos sdo mais restritos ao trato intestinal, enquanto outros sao
capazes de invadir a corrente circulatoria, podendo desencadear septicemia
(COOPER, 1994).
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O paratifo aviario tem como agente etioldgico salmonelas ndo adaptadas
as aves, as quais podem causar doenca clinica e comprometer a producéo
avicola, acarretando perdas econdmicas (BARROW, 1993), como também
podem infectar as aves sem que haja manifestacbes clinicas aparentes.
Segundo Barrow (2000), dentro das alteracbes do paratifo aviario séo
encontrados pintainhos com anorexia, asas caidas, cegueira, claudicacao, as
aves tendem a amontoarem-se, apresentam diarréia, retardo no crescimento,
morbidade e mortalidade.

No presente trabalho, os primeiros sintomas foram observados a partir
do 5° dpi, constituindo-se de sonoléncia, anorexia, penas ericadas, retardo no
crescimento, cegueira e diarréia. No decorrer dos experimentos, encontrou-se
um quadro persistente de diarréia, o que levou a desidratagdo dos animais,
sendo, possivelmente, a causa da morte. Essas alteracdes séo decorrentes da
capacidade das salmonelas entéricas de produzir toxinas, invadir a mucosa,
causar lesdes e provocar a perda de fluidos (FIERER & GUINEY, 2001; OHL &
MILLER, 2001; CANO et al., 2003). Segundo Zhang et al. (2003), o sorotipo
Typhimurium é mais eficiente em invadir e destruir o epitélio intestinal que
outros sorotipos de Salmonella.

Outro achado importante, levado em consideracdo na presente
pesquisa, foi & presenca de opacidade de cornea em aves de todos 0s grupos.
Esta alteragéo, na maioria dos casos, estava acompanhada de conjuntivite (uni
ou bilateral). Estes achados sao similares aos descritos por Jacob et al.
(1998), que observaram conjuntivite purulenta, panoftalmia e cegueira em aves
acometidas por STM. As alteragGes oculares, caracterizadas pela presenca de
exudado caseoso na camera anterior do olho, devem-se a atividade das células
de defesa e estdo associadas a infeccao sistémica (NAKAMURA & ABE, 1987).

A morbidade e mortalidade dependem da intensidade da infeccéo e do
sorotipo de Salmonella spp. Quanto mais invasiva a salmonela, mais agressiva
ela serd e mais severo serd o quadro da doenca (BERCHIERI, 2000). Aves
jovens sdo mais susceptiveis a enfermidade paratifica, onde a mortalidade e a

morbidade ocorrem durante as primeiras duas semanas de vida, podendo
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também, ocasionar retardo no crescimento (MEAD & IMPEY, 1987; HINTON et
al., 1991; GAST, 1997). Esta susceptibilidade deve-se a auséncia de uma flora
intestinal completa e pela imaturidade do sistema imune (Van DER WIELEN et
al., 2000; FRIEDMAN et al., 2003). No presente experimento, as aves foram
infectadas no primeiro dia de vida, época em que sdo mais susceptiveis e que
€ mais comum a disseminacdo de salmonelas paratificas entre as aves (COX
et al., 1990). A mortalidade foi maior quando as aves receberam o indculo
mais concentrado, demonstrando que a gravidade da enfermidade é dose
dependente.

O ceco é o principal local de multiplicagdo das salmonelas paratificas no
organismo da ave, enquanto que o baco e o figado sdo considerados os
principais 0rgdos nao intestinais, onde a bactéria pode ser encontrada
(GORHAM et al., 1991). A presenca de Salmonella spp. nesses 6rgaos, deve-
se ao parasitismo intracelular e ndo como um resultado de septicemia
(BARROW et al., 1987). Segundo Hassan et al. (1994), a infeccdo precoce
provoca uma deplec¢do transitoria de linfécitos em érgaos linfoides, favorecendo
o desenvolvimento do estado de portador em frangos de corte. No presente
estudo, aos 21 dpi, sacrificou-se as aves sobreviventes, constatando-se em
todas a presenca de STM nas amostras de conteudo cecal, enquanto que, no
baco e no figado, a recuperacdo esteve em torno de 30% das aves. Esses
resultados mostram que, 0os animais sobreviventes tornam-se portadoras por
algum tempo. Barrow et al. (1987), verificam que STM persistiu por 28 dpi nos
cecos das aves, enquanto que Gast & Beard (1989), inoculando oralmente
STM em pintainhos, na primeira semana de vida, notaram a persisténcia de
Salmonella no ceco das aves por 35 dpi. Assim sendo, uma vez contaminadas,
as aves tornam-se portadoras, podendo disseminar a bactéria por varias
semanas. As aves infectadas podem excretar a bactéria, contaminar o meio
ambiente, acarretando prejuizos devido a morbidade, mortalidade,
desempenho insatisfatorio do lote de aves, além de gastos em programas
preventivos e com medicamentos (Mc MULLIN, 2004; PLYM, 2006).
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Em raz&do da importancia que STM tem em saude animal e humana, este
sorotipo tem sido escolhido para estudos laboratoriais in vivo e in vitro.
Salmonella Typhimurium pode crescer sob condigbes aerdbicas ou
anaerobicas, obtendo energia mediante processos metabdlicos. O oxigénio
tem alta afinidade na transferéncia de elétrons. Por esta razdo, a respiragdo
aerobica representa a mais favoravel forma de metabolismo energético. Mas
na auséncia de oxigénio, muitos microrganismos podem obter energia por
processos respiratorios que resultam na reducdo de aceptores terminais
alternativos (GOTTSCHALK, 1986).

Segundo Mahan et al. (1993), estudos baseados na funcdo dos genes
envolvidos na respiracdo anaerobica, demonstram que existe uma correlacéo
entre a expressao de alguns deles com o processo de invasdo, com a
finalidade de proporcionar a via energeticamente mais favoravel para a
sobrevivéncia e proliferacdo bacteriana. Moors & Portnoy (1995), em ensaios
in vivo com camundongos, observaram diminuicdo da viruléncia de cepas de
STM apresentando mutacbes em genes codificadores de enzimas que fazem
parte das vias metabdlicas do processo respiratorio. Portanto, 0s genes
responsaveis pela producdo de enzimas que participam da respiracao
anaerobica podem ser regulados em conjunto com genes que codificam a
capacidade invasiva (BUCHNEIER et al., 1989; SINGH et al., 2000).

No presente trabalho foram preparadas cepas mutantes de STM com
genes defectivos responsaveis pela producdo de enzimas em ambiente
anaerobico. Essas cepas foram inoculadas em aves susceptiveis para
observar a relacao parasita-hospedeiro desses mutantes em comparagado com
a cepa patogénica original. Com excecdo de STM AcbiA, os demais
apresentaram diminuicAo da capacidade de causar mortalidade em
comparacdo com a cepa original, sendo esta diferenca significativa para as
cepas STM AnarG, STM AfrdA, STM AdmsA e STM AcobSAchbiA.

Dentro do processo experimental adotado, ndo € possivel estabelecer as
razdes pelas quais as cepas mutantes tornaram-se menos patogénicas.

Contudo, existem trabalhos que procuram elucidar esses mecanismos.
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A enzima nitrato redutase (narGHIJ) é responsavel pela producdo de
oxido nitrico. De acordo com Gilberthorpe & Poole (2008), mutantes de STM
que carecem da enzima nitrato redutase na membrana citoplasmatica séo
incapazes de produzir oOxido nitrico. Utilizando este mecanismo, STM
sobrevive e se prolifera dentro de macréfagos, estimulando respostas
antimicrobianas como a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(VAZQUEZ-TORRES & FANG, 2001) e espécies reativas de nitrogénio (RNS),
incluindo o 6xido nitrico (FANG, 2004). O Oxido nitrico produzido pelos
macréfagos se converte em agente bactericida (6xido nitroso e S-nitrosotidis,
entre outros) (STEVANIN et al., 2002). Enterobactérias como STM e E coli,
possuem enzimas capazes de metabolizar o oxido nitrico (JI et al., 1988;
CORKER & POOLE, 2001). Segundo Poole (2005), as principais enzimas
neste processo sao a flavohemoglobina (HmpA), expressada em aerobiose e a
flavorubredoxina (NorV), expressada em anaerobiose, que transformam o 6xido
nitrico em uma substancia menos nociva, convertendo-o, respectivamente, em
nitrato (NO3) ou Oxido de nitrogénio (N.O). Este autor ainda sugere, que a
enzima narGHIJ pode reduzir nitrito a 6xido nitrico. Estudos in vitro sugerem
que este processo faz parte do mecanismo de inibicdo da acéo do oxido nitrico,
completando a reducdo do NO3 produzindo uma substancia menos toxica
(BANG et al., 2002; GARDNER et al., 2002; GOMES et al., 2002; STEVANIN et
al., 2002, 2007; MILLS et al., 2008). De acordo com Pawaria et al. (2007),
durante o ciclo infeccioso, o patégeno intracelular Mycobacterium bovis utiliza
mecanismos bacterianos de protecdo contra os efeitos toxicos do 6xido nitrico

similares, aos apresentados por STM.

Existem evidéncias de que em E coli e STM, o fumarato tem um papel
importante na obtencdo de energia em condi¢cdes de anaerobiose (JONES et
al., 1985; VAN HELLEMOND & TIELENS, 1994). Com a inibigdo da produgé&o
da enzima fumarato redutase, podera ocorrer retardo no crescimento
bacteriano (WEINER et al., 1986; IVERSON et al.,, 1999). Conforme os
resultados obtidos no presente trabalho, verificou-se que a cepa STM AfrdA

provocou uma menor mortalidade de aves em comparacdo aos resultados
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referentes a cepa original. Essa diminuicdo na mortalidade, devido a inativacao
do gene frdA, poderia ser justificada, pela funcdo do fumarato e seus
metabdlitos como fatores que participam da ativacado do processo de direcéo e
rotacdo flagelar. O flagelo bacteriano gira devido a ativacdo de uma estrutura
localizada na base flagelar (BERG et al., 1982; EISENBACH, 1990; JONES et
al., 1991). Esta estrutura é dirigida por uma corrente de prétons que determina
a direcdo e a rotacdo da bactéria (COHEN-BEN-LULU et al., 2008). Este
mecanismo, essencial na quimiotaxia esta associado a enzima de membrana
fumarato redutase (BARAK et al., 1991). Assim sendo, pode-se considerar que
a enzima fumarato redutase participaria da producdo de energia para a
movimentacdo flagelar. A motilidade € usualmente considerada fator de
viruléncia de bactérias patogénicas (FRETER et al., 1981; DIBB-FULLER et al.,
2000). No entanto, os mecanismos pelos quais ocorre este processo ainda néao
estdo bem esclarecidos. E provavel que os constituintes citoplasmaticos
(incluindo outras proteinas quimiotaticas citoplasmaticas) sejam essenciais
para esta funcdo. Sendo o fumarato um aceptor natural de elétrons do sistema
respiratério, ele poderia ser a conexdo entre 0 metabolismo energético e o
sistema quimiotatico (KROGER, 1978; LIN et al., 1987; BARAK & EISENBACH,
1991).

Em Wolinella succinogenes a enzima fumarato redutase esta implicada
na geracdo de ATP (REDDY & PECK, 1978), faciltando a formacéo de
gradientes de protons através da membrana citoplasmatica (LANCASTER et
al., 2000; BIEL et al., 2002). O fumarato seria a maior fonte de succinato em
Bacterioides fragilis (MACY et al., 1975; BAUGHN & MALAMY, 2002).
Bactérias como E. coli requerem succinato para a sintese de succinyl-coA,
como cofator essencial na biossintese de metionina, acido diaminopimelico e
lisina (CLARK, 1989; BAUGHN et al., 2003).

Dimetil sulféxido (DMSO) é considerado um componente do ciclo do
enxofre em condicbes anaerdbicas (SHAWN et al.,, 2002). Diversos
microrganismos tém a capacidade de reduzir DMSO a dimetil sulfeto (DMS),
mas este mecanismo é pouco conhecido (BILOUS & WEINER, 1985; WEINER,
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1988; MATSUZAKI et al., 2006). A menor mortalidade das aves do grupo em
que inoculou-se a cepa de STM AdmsA, em comparagdo com o grupo de aves
infectadas com a cepa selvagem, pode ser devido a dificuldade encontrada
pela bactéria para se multiplicar em ambientes anaerdbicos; contudo, também
pode ter sido em razdo da associacdo deste gene com mecanismos de
viruléncia bacteriana (SAMBASIVARAO et al.,, 1991; WEINER et al., 1992,
BALTES et al., 2003). A expressdo da enzima dmsA esta bem caracterizada
dentro da viruléncia do Actinobacillus pleuropneumonie, agente etiolégico da
pleuropneumonia em suinos. A delecdo do gene dmsA resulta na diminuicao
do quadro patoldgico na fase aguda de infeccdo (BALTES et al., 2003).

A diminuicdo da mortalidade de aves inoculadas com o mutante
AcobSAcbiA pode estar correlacionado ao fato de que a cobalamina, sendo um
cofator de varias enzimas que atuam no processo de respiracdo anaerobica,
seja importante para o desenvolvimento normal de STM. A sintese de
cobalamina esta limitada a poucos representantes das bactérias e archaea
(MARTENS et al.,, 2002; RODIONOV et al., 2003; CROFT et al., 2005;
SANTOS et al.,, 2008). Diversos derivados da vitamina Bj, atuam como
cofatores de reacdes responsaveis pelo catabolismo anaerdbico de fontes de
carbono (MAGGIO-HALL & ESCALANTE-SEMERENA, 1999). Segundo Price-
Carter et al. (2001), mutantes defectivos quanto a sintese de Bi, apresentam

crescimento anaerdébico debilitado.

Nos casos em que a delecdo do gene néo alterou o comportamento da
cepa de STM em comparacdo ao grupo controle € possivel se especular em
dois sentidos. A alteracdo do gene néao foi suficiente para inibir a sintese da
enzima porque o0s demais genes envolvidos poderiam desenvolver
mecanismos compensatorios ou entdo, que a enzima nao seria essencial
devido a presenca de diversos substratos no interior da célula hospedeira.
Segundo Moreno-Vivian (1998) as enzimas podem, as vezes, ter papeéis
distintos quando se encontram sob diferentes condicdes metabdlicas. As vias
respiratérias, assimilatorias e desassimilatorias, podem estar interconectadas
para facilitar a rapida adaptacdo as condi¢cdes aerObicas e anaerdbicas,

aumentando a capacidade metabolica para sobrevivéncia no hospedeiro.
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Salmonella Typhimurium tem sido reconhecida como um dos principais
agentes de salmonelose animal com repercussdo em saude publica, em
decorréncia da associacdo de caso humanos com a ingestdo de produtos
alimenticios de origem animal. O estudo da biologia de bactérias patogénicas
nao sO oferece o conhecimento de processos fisiologicos dos microrganismos,
como também, a respeito dos mecanismos de defesa utilizados para sobreviver
em ambiente intracelular. Os resultados poderdo contribuir para o
conhecimento da fisiologia bacteriana durante a fase de parasitismo, podendo
ser util para o esclarecimento dos mecanismos de sobrevivéncia intracelular

bacteriano e com isso, auxiliar no seu controle.
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VIl. CONCLUSOES

Dentro do modelo experimental adotado, concluiu-se que:

- Em geral, os sintomas observados nas aves infectadas com as cepas
mutantes foram semelhantes aos apresentados pelas aves do grupo controle,

com destaque para a presenca de diarréia e opacidade na cornea,;

- No presente estudo, aos 21 dpi, foram sacrificadas as aves sobreviventes,
constatando-se a presenca de Salmonella nas amostras de contetido cecal de
todas as aves examinadas, enquanto que, no baco e no figado, a recuperacao

esteve em torno de 30% das aves;

- Nos grupos de aves infectadas com a cepa STM AnarG, inoculadas com
cultura diluida a 10°, observou-se diminuicdo significativa da mortalidade em

comparagao ao grupo controle;

- Nos grupos de aves infectadas com as cepas STM AnarG, STM AfrdA, STM
AcobSAchiA e STM AdmsA, inoculadas com cultura diluida a 108, observou-se

diminuicao significativa da mortalidade em comparacédo ao grupo controle.
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