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RESUMO

Salmonella enterica subespécie enterica do sorotipo Gallinarum pode causar doenca sistémica
grave em galinhas e uma vacina viva de Salmonella Gallinarum 9R (SG9R) tem sido
amplamente utilizada para controlar a doenga. O objetivo do presente estudo foi determinar se
a cepa 9R da vacina viva de Salmonella Gallinarum foi responsavel por causar surtos de Tifo
Aviario em lotes de galinhas de reprodutores de galinhas e perus, além de verificar a
resisténcia antimicrobiana dos isolados dos surtos. A reagdo em cadeia da polimerase triplex,
0 teste antimicrobiano padréo, a identificacdo de genes de beta-lactamase e 0 sequenciamento
completo do genoma pelo lon Torrent PMG foram utilizados nos isolados de campo e na cepa
vacinal de S. Gallinarum. Os 60 isolados testados ndo eram de origem vacinal e apresentaram
alta resisténcia a medicamentos dos grupos de macrolideos e quinolonas. O sequenciamento
completo do genoma (WGS) e a andlise de polimorfismo de nucleotideo Unico em isolados
selecionados para genes essenciais de Salmonella enterica confirmaram a origem selvagem
desses isolados e mostraram duas possiveis fontes de S. Gallinarum nos surtos estudados. S.
Gallinarum isoladas de surtos de Tifo Aviario no periodo estudado ndo foram causadas pelo
uso da vacina viva SG9R. A fonte das cepas sequenciadas foi diversificada.

Palavras-chave: Salmonella Gallinarum, Tifo Aviario, diagndstico, vacina SG9R, surtos.



ABSTRACT

Salmonella enterica subspecies enterica serotype Gallinarum can cause severe systemic
disease in chickens and a live Salmonella Gallinarum 9R vaccine (SG9R) has been used
widely to control disease. The aim of the present study was to determine if the 9R-strain of
the Salmonella Gallinarum live vaccine was responsible for having fowl typhoid outbreaks in
chicken flocks from both chicken and turkey breeders as well as to verify the antimicrobial
resistance of the isolates from the outbreaks. The triplex polymerase chain reaction, standard
antimicrobial test, beta-lactamase genes identification and lon Torrent PMG whole-genome
sequence were used in the field isolates and in the vaccine strain of S. Gallinarum. The 60
tested isolates were not from vaccine origin and manifested high resistance to drugs from
macrolide and quinolone groups. Whole-genome sequencing (WGS) and single nucleotide
polymorphism analysis on selected isolates for core genes from Salmonella enterica
confirmed the wild origin of these isolates and showed two possible sources of S. Gallinarum
in the studied outbreaks. S. Gallinarum isolated from fowl typhoid outbreaks in the studied
period were not caused using the SGO9R live vaccine. The source of strains sequenced was

diverse.

Key Words: Salmonella Gallinarum, fowl typhoid, diagnosis, SG9R vaccine, outbreaks.
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1 INTRODUCAO

O Tifo Aviario, uma doenca aguda ou cronica de septicemia, € causado pela Salmonella
enterica subsp. enterica do sorotipo Gallinarum biovar, afetando galinhas, perus e diversas
outras espécies de aves (Shivaprasad, 2000). Aves adultas sdo geralmente as mais afetadas,
embora todas as idades sejam suscetiveis. A disseminacdo da bactéria ocorre principalmente
por meio de aves infectadas, que podem transmitir a doenca tanto horizontalmente para aves
da mesma geragdo quanto verticalmente, por meio da transmissdo via ovo (Beach e Dauvis,
1927; Nobrega e Bueno, 1942; Hall et al., 1949; Kwon et al., 2010). Embora dados oficiais de
muitos paises europeus, EUA, Australia e Japdo indiqguem que o Tifo Aviario esteja ausente
em planteis comerciais, sua ocorréncia pode ser subestimada devido a maior propensao de
casos em planteis de subsisténcia (Barrow & Freitas Neto, 2011). O impacto econdmico do
Tifo Aviario continua significativo para a industria avicola em diversos paises da Africa,
Asia, América Central e do Sul (Jones et al., 2001).

A cepa vacinal viva S. Gallinarum (SG9R) tem sido empregada como medida de controle
do Tifo Aviario em diversas regides onde a doenca é endémica. No Brasil, essa vacina é
utilizada para combater o Tifo Aviario em poedeiras (Feberwee et al., 2001; Lee et al., 2005).
Entretanto, a aplicacdo da vacina ndo ¢é autorizada em rebanhos de reprodutoras de frangos e
perus, assim como em lotes de frangos destinados a producdo de carne. A compreensdo da
mutacdo dos genes de biossintese do LPS e da base molecular da atenuacdo do SGOR,
incluindo a expressédo de genes de viruléncia, ainda ndo esta totalmente esclarecida. Tem sido
sugerido de que tanto 0 SGIR quanto suas variantes podem ser responsaveis por alguns surtos
da doenca em aves de produgdo. Essa suposi¢do é corroborada pelo isolamento de cepas
rugosas semelhantes ao SG9R em casos de Tifo Aviario em galinhas vacinadas com SG9R na
Coreia. Além disso, os resultados de Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) e anélise
em Multilocus de Repeti¢des em Tandem de Numero Varidvel (MLVA) em isolados de um
surto de Tifo Aviario na Bélgica revelaram que essas cepas eram praticamente idénticas a
cepa utilizada na vacina (Kwon & Cho, 2011; Immerseel et al., 2013).

O Brasil desempenha um papel importante e significativo na produgdo internacional de
carne de aves, com a maior parte dessa producdo concentrada nos estados do Sul (UBABEF -
Unido Brasileira de Proteina Animal, 2015). Apesar dos avancos na avicultura brasileira,
surtos de Tifo Aviario ainda ocorrem esporadicamente, podendo resultar em mais de 50% de
mortalidade. Determinar se esses surtos estdo relacionados ao uso prévio de SG9R ou a

contaminacéo cruzada é uma questdo problematica.
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Neste estudo, a reagdo em cadeia da polimerase multiplex (PCR) e o sequenciamento
completo do genoma bacteriano (WGS) foram empregados como ferramentas
epidemioldgicas para investigar se 0 SG9R foi a fonte dos surtos. O WGS tem se mostrado
uma ferramenta poderosa para a investigacao de surtos causados por S. enterica, apresentando
concordancia epidemiologica e maior resolucdo do que a eletroforese em gel de campo
pulsado (PFGE), o método tradicional de subtipagem de cepas de Salmonella (Deng et al.,
2015; Scaltriti et al., 2015; Taylor et al., 2015). Além disso, foi estabelecido um importante
perfil de resisténcia antimicrobiana para caracterizar os isolados.

O objetivo deste estudo foi distinguir os isolados provenientes de surtos em reprodutas de
galinhas e perus das cepas vacinais SG9R. Aléem disso, buscou-se determinar a resisténcia
antimicrobiana dos isolados e empregar o sequenciamento completo do genoma bacteriano
(WGS) e a analise de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) em genes centrais para

identificar a origem dos isolados selecionados.



2 REVISAO DE LITERATURA

As salmoneloses aviarias sdo enfermidades provocadas por enterobactérias do género
Salmonella, o qual é composto pelas espécies enterica e bongori. A Salmonella enterica é
subdividida em seis subespécies (enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica),
que contém varios sorovares (Tindall et al., 2005).

O Tifo Aviario e a Pulorose, embora sejam causados por bactérias com diferencas
bioquimicas e genéticas, apresentam similaridades em aspectos como sinais clinicos,
epizootiologia, lesbes, além de métodos de controle e procedimentos de erradicacdo. A
sorovariedade especifica das aves é a Salmonella Gallinarum que compreende dois biotipos:
Gallinarum e Pullorum, descritos como agentes etioldgicos do Tifo e Pulorose Aviéria
respectivamente (Shivaprasad, 2008). A Salmonella enterica sorovar gallinarum biovar
Gallinarum causa o Tifo Aviario em galinhas, perus e outras espécies de aves (Shivaprasad,
2000). Esta enfermidade € considerada relevante e de importancia econdmica, com
distribuicdo mundial, controlada em paises do Oeste da Europa, América do Norte, Australia
e Japdo e emergente na indUstria avicola em varios paises da Africa, Asia, América Central e
América do Sul (Jones et al., 2001), onde hé criacdo de aves criadas livremente.

O Tifo Aviario é mais comum em granjas de postura comercial, embora possam ocorrer
entre aves reprodutoras (corte e postura comercial), perus, galinhas caipiras, patos e faisdo. A
relacdo agente-hospedeiro com a ave é bastante diferente da pulorose. A Salmonella
Gallinarum € altamente patogénica para aves em qualquer idade. A mortalidade provocada
pelo Tifo Aviario pode chegar a 40-80% do plantel. Observa-se que algumas aves adoecem e
acabam morrendo em 7-14 dias. Este processo € continuo e aos poucos, vai acometendo aves
do plantel, tendo-se no final, mortalidade dentro dos parametros acima mencionados (Junior
& Neto, 2009).

2.1 Situacdo do Tifo Aviario na Saude Publica

Salmonella Gallinarum raramente foi isolada de humanos e por isso tem pouca relevancia
a Saude Publica. Além disso, dos casos isolados os individuos se recuperaram sem
tratamento, mostrando que é uma doenca auto-limitante (Shivaprasad, 2008).
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2.2 Situacdo do Tifo Aviario no Mundo

Em diversos paises, 0s registros oficiais de doencas como o Tifo Aviario séo
frequentemente insuficientes, ja que essas condi¢des sdo subnotificadas - ocorrendo muitas
vezes em aves de criacdo de fundo de quintal/caipiras - e a incidéncia dessas enfermidades é
subestimada.

Embora alguns paises sejam declarados livres tanto do Tifo Aviario quanto da Pulorose,
essa afirmacdo pode parecer um tanto improvavel, considerando a variedade de espécies de
aves silvestres que podem atuar como reservatorios desses sorovares. Além disso, de acordo
com as informacBGes mais recentes da Organizacdo Mundial de Saude Animal, os ultimos
casos de Tifo Aviario nos Estados Unidos e no Canada foram relatados em 1981 e 1983,
respectivamente (OIE, 2013a). Em muitos paises europeus, a situacdo é parecida. Apesar de
terem aparentemente eliminado o Tifo Aviario, enfrentam uma maior dificuldade no controle
da Pulorose. Esse desafio €, em grande parte, devido ao crescimento significativo da criacao
extensiva de aves "free-range". Essas aves sd0 mantidas em pisos com processos de
desinfeccdo deficientes ou até mesmo inexistentes, e a presenca de vetores oriundos da vida
selvagem (Davis & Wray, 1995a, Davis & Wray, 1995b) aumenta o risco de infecgdes por
Salmonella spp (Auri et al., 2010).

Entre 2005 e 2008, a Russia relatou 302 surtos de Tifo Aviario, com o Gltimo reporte
sendo feito em 2012. O México e o Brasil tiveram surtos reportados em 2011, enquanto a
Argentina fez a sua comunicagdo em 2012. Na indUstria avicola asiatica, a ocorréncia do Tifo
Aviario é frequente, com a China reportando casos em 2012. Na Africa, varios paises
relataram casos em 2011 e 2012 (OIE, 2013a).

Com base nas informac6es oficiais, é desafiador determinar com precisdo a ocorréncia e
distribuicdo do Tifo Aviario na maioria dos paises, e € provavel que muitos cenarios estejam
subestimados. E fundamental ter uma ideia da incidéncia dessa infeccdo, pois isso afeta
diretamente as medidas de controle, como biosseguridade, programas de vacinagéo, testes de
diagndstico e eliminagdo de aves. A biosseguridade desempenha um papel crucial, j& que
fatores como aves silvestres, pessoas e outros vetores tém uma influéncia direta. Em alguns
paises, a pressao publica para a criacdo de aves "free-range" acaba aumentando o risco de
contaminacéo, tanto para a criacdo de frangos de corte quanto para a postura comercial. 1sso
também representa um risco de contaminagdo para as proprias aves silvestres. A pressdo
publica estd impulsionando algumas mudancas na criacdo de aves que, infelizmente, ndo séo

benéficas para a salde ou 0 bem-estar desses animais. Essas alteracdes podem resultar em um
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aumento na incidéncia de vérias infecces, sejam elas bacterianas, virais ou parasitarias
(Barrow & Freitas Neto, 2011).

2.3 Etiologia

A Salmonella Gallinarum € um bacilo Gram-negativo, ndo-esporogénico, e aerébio ou
anerdbicos facultativo. As colnias podem ter tamanho variavel, sendo que séo consideradas
minusculas, medindo entre 0,3-1,5 X 1,0-2,5mm. Tanto a Salmonella Gallinarum, quanto a
Salmonella Pullorum s&o imoveis e crescem melhor em cultura direta em meio seletivo, a 37°
C (Shivaprasad, 2008).

Salmonella Gallinarum e Salmonella Pullorum sdo indistinguiveis pela sorotipificacdo
convencional, visto que ambas pertencem ao Grupo D (ambas reagem contra o antigeno
somatico O: 1, 9, 12 e ndo reagem aos antigenos flagelados: -:-) (Christensen et al., 1993).
Para fazer a classificacdo destes dois sorovares, é utilizada uma combinacdo de marcadores
bioquimicos, como por exemplo, a producdo de gas, fermentacdo de dulcitol, maltose,
rhamnose e xilose e a descaboxilagdo da ornitina. A Salmonella Gallinarum fermenta o
dulcitol e ndo descarboxila a ornitina, enquanto a Salmonella Pullorum ndo fermenta o
dulcitol e descaboxila rapidamente a o ornitina. Entretanto, algumas cepas de Salmonella
Pullorum gue ndo descarboxilam a ornitina ja foram isoladas de aves de postura comercial
(Crichton & Old, 1990).

2.4 Patogenia e Epidemiologia

Embora seja mais comumente descrito em aves adultas, o Tifo Aviario pode acometer
aves em qualquer idade da vida. Quando acomete aves jovens, pode ser confundida com a
Pulorose. As galinhas sdo hospedeiros naturais do agente do Tifo Aviario. Outras espécies de
aves, também sdo susceptiveis. No entanto, Salmonella Gallinarum, natural ou
experimentalmente, ja foi isolada de outros animais como ratos, chipanzés, raposas, coelhos,
cobaias e seres humanos (Junior & Neto, 2009).

Assim como outras enfermidades bacterianas, o Tifo Aviario e a Pulorose podem ser
transmitidos de diversas formas. As aves infectadas, tanto as portadoras saudaveis quanto as
doentes, sdo as principais formas de disseminacdo e eliminacdo do agente. As aves podem se
infectar através da infeccdo transovariana, pela penetracdo da bactéria através da casca do

ovo, bem como através da transmissdo horizontal entre aves infectadas. A contaminacao
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também pode ocorrer no incubatorio. As fezes de aves infectadas representam uma importante
fonte de infec¢do, assim como alimentos, 4gua e a cama onde as aves repousam. As pessoas
também desempenham um papel importante na disseminacdo quando nao sdo seguidas boas
praticas e procedimentos de biosseguridade, como a troca de roupas, sapatos, banhos e
lavagem das maos. Da mesma forma, veiculos como caminhdes de racdo ou ovos podem atuar
como veiculos do agente. Aves selvagens, mamiferos e moscas também sdo importantes

disseminadores desses organismos (Shivaprasad, 2008).

2.5 Sinais Clinicos

As manifestacdes clinicas geralmente sdo observadas em aves adultas. Elas podem se
apresentar quietas, prostradas, deitadas, com diminui¢cdo do apetite e desuniformidade no
crescimento e ganho de peso. Além disso, é comum observar diarréia de coloracdo amarelo-
esverdeada a esverdeada, queda na producdo de ovos, reducdo da fertilidade e, em poucos
dias, a ocorréncia de dbitos. O curso da doenca costuma durar de cinco a sete dias, embora em
alguns casos possa ser mais prolongado. A morbidade e a mortalidade podem atingir niveis
elevados, variando de 10% a 80% ou até mais. Nos lotes afetados por Tifo Aviério, a
mortalidade ndo ocorre de uma s6 vez. Inicialmente, algumas aves adoecem e, entre elas,
algumas acabam falecendo. Esse padrdo pode se repetir varias vezes, resultando em uma

significativa mortalidade final, afetando grande parte do lote (Junior & Neto, 2009).

2.6 Alteracbes Anatomopatoldgicas

As Salmonelas podem infectar as aves, no entanto, a severidade das lesdes pode variar
consideravelmente. (Turnbull & Snoeyenbos, 1974).

O Tifo Aviario é uma enfermidade caracterizada por septicemia e toxemia. E possivel
observar congestdo dos 6rgdos internos e anemia, causada pela destruigdo das hemacias pelo
sistema reticuloendotelial. Nas fases agudas da doenca, as alteracbes podem ndo ser
proeminentes. O figado e o baco podem aumentar de tamanho de 3 a 4 vezes. O figado pode
tornar-se friavel, apresentando coloragdo esverdeada, amarelo-esverdeada a bronzeada, com
pontos necréticos (esbranquicados) e hemorrégicos. A vesicula biliar pode estar distendida
devido ao aumento do volume de bile. Pontos necroticos também podem aparecer no baco e
no coragdo, este Ultimo podendo apresentar ainda pontos de hemorragia. Em casos de

evolucdo mais prolongada da enfermidade, pode-se observar hidropericardio, bem como a
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presenca de processos inflamatorios formando nddulos esbranquicados, semelhantes aos
descritos na Pulorose, em 06rgdos como coracdo, baco, pulmdes, rins, moela, pancreas,
duodeno e cecos. O processo inflamatorio no coracdo pode atingir o pericardio, que se tornara
opaco, assim como o liquido pericardico. Os rins podem apresentar coloracdo amarelada e o
ovario pode estar atrofiado ou exibir foliculos ovarianos hemorragicos, murchos, congestos,
cisticos e disformes, contendo material caseoso ou hemorrdgico em seu interior, semelhante

ao que ocorre na Pulorose (Junior & Neto, 2009).

2.7 Alterac6es Histopatologicas

Tanto nos casos agudos quanto nos casos cronicos, a doenca é caracterizada pela
hemolise e pela presenca de lesGes necréticas no coragdo e no trato gastrointestinal (Smith,
1955).

Nos casos superagudos, observa-se uma severa congestdo vascular em varios 6rgaos,
especialmente no figado, baco e rins. Nos casos agudos e subagudos, ha necrose multifocal
dos hepatdcitos com acimulo de fibrina e infiltracdo de neutréfilos no parénquima hepatico.
Além disso, pode ocorrer infiltracdo periportal de neutrofilos, linfdcitos e células plasmaticas
no figado. Nos casos cronicos, especialmente quando ha presenca de nédulos no coragéo, o
figado pode apresentar congestdo passiva cronica com fibrose intersticial. O bago pode
apresentar severa congestdo ou exsudacao fibrinosa vascular nos estagios agudos, e severa
hiperplasia do sistema celular fagocitico mononuclear nos estagios mais avangados. Os cecos
de aves jovens podem apresentar extensas areas de necrose com debris com fibrina e
neutréfilos no lumen. Entretanto, as lesdes microscopicas mais caracteristicas ocorrem no
coragdo e no ventriculo. No coragdo, a lesdo inicia com necrose das fibras musculares e
infiltracdo de neutréfilos, linfocitos e celulas plasmaticas. Nos estagios mais tardios, essas
células sdo substituidas por um grande numero de histiocitos. Macroscopicamente e
histologicamente, os nddulos cardiacos podem ser confundidos com tumores linfoides
causados pelo virus da doenca de Marek ou por retrovirus. Outras alteracfes, como serosites
em varios oOrgdos, incluindo pericardio, pleuroperitbnio, serosa do trato intestinal e
mesentério, podem ser observadas na maioria dos casos. Lesfes microscopicas no ovario
podem variar desde inflamacdo fibrinossupurativa nos casos agudos até uma severa

inflamacéo piogranulomatosa (Shivaprasad & Barrow, 2008).
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2.8 Tratamento e Prevencéao

Em alguns paises, os procedimentos utilizados para o controle de lotes infectados por
Tifo Aviario incluem a antibioticoterapia. Uma variedade de quimioterapicos é descrita como
eficaz na reducdo da mortalidade, porém, eles ndo sdo capazes de eliminar completamente a
infeccdo de um lote, uma vez que as aves continuam infectadas, eliminando o agente no
ambiente e reinfectando lotes subsequentes (Moore, 1948; Wilson, 1956). No Brasil, de
acordo com o Plano Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), é vedada a utlizacdo de
antimicrobianos para controle de Salmonella Gallinarum ou Salmonella Pullorum. Lotes de
reprodutoras pesadas e de corte quando diagnosticados como positivos para um dos dois
agenstes, devem ser sacrificados ou encaminhados para abatedouros com o Servico de
Inspecdo Federal (SIF). Além disso, é necessario realizar uma investigagdo epidemiolédgica
oficial para identificar a origem da contaminagdo. (MAPA, 2003; MAPA 2013).

Para manter um plantel livre de Tifo Aviario, é necessario seguir padrdes rigorosos de
biosseguridade, incluindo um plano de Boas Praticas de Producéo. Este plano deve abranger o
controle na entrada de pintinhos, de incubatérios e reprodutoras conhecidos por serem
negativos para a doenga, bem como o controle de veiculos, equipamentos, funcionarios,
terceiros e visitantes, além de um programa de bioprotecdo. E essencial que haja sinalizacdo
informativa visivel de biosseguridade na entrada das granjas, juntamente com a
implementacdo de barreiras fisicas para evitar o contato com outras aves. Preferencialmente,
as granjas devem operar com um ciclo Unico de producdo e manter controle eficaz de
roedores, além de proibir a presenca de outros animais na propriedade. Deve-se elaborar um
plano de saude do plantel formulado por um veterinario, o qual descreva o programa de salde
a ser seguido. E importante que as granjas possuam um local apropriado para o tratamento de
aves mortas, e que haja um manejo adequado das camas tanto na entrada quanto na saida do
lote. Todas as politicas de biosseguridade devem ser detalhadas e todas as pessoas envolvidas
devem receber treinamento adequado. Auditorias periodicas, realizadas no minimo
anualmente, devem ser conduzidas para verificar a eficAcia do programa e identificar

oportunidades de melhoria (Shapiro et al., 2011).
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2.9 Vacinacao

O controle dessas infeccdes depende do nivel de infeccdo na regido. Em areas com alta
pressdo de infec¢do ou onde a erradicacdo ndo € viavel, a utilizacdo de vacinas pode ser uma
opcao para controlar a propagacao da doenca (Barrow & Freitas Neto, 2011).

Alguns estudos sugerem que a utilizacdo de vacinas vivas € significativamente mais
eficaz e oferece uma protecdo mais robusta do que o uso de vacinas inativadas no controle de
infecgBes por Salmonella sp. Isso se deve a capacidade das vacinas vivas de estimular o
sistema imunoldgico inato pela presenca da bactéria viva, 0 que resulta em uma resposta
imune rapida e eficaz tanto sistemicamente quanto no intestino, proporcionando uma
resisténcia efetiva a infeccdo (Mackaness, 1964; Blanden et al., 1966; Foster et al., 2003;
Okamura et al., 2007). A primeira vacina viva eficaz e atenuada foi a 9R e a 9S (Smith,
1956), desenvolvida décadas atrds. Embora a vacina 9S seja mais protetora do que a 9R, ela
ndo induz a producdo de anticorpos circulantes especificos para lipopolissacarideos, nem
interfere no teste de aglutinacdo rapida do sangue total (Barrow & Freitas Neto, 2011). Uma
das vantagens da vacina 9R sobre outras vacinas é sua capacidade de oferecer protecdo
cruzada contra S. Enteritidis (Barrow et al., 1991; Feberwee et al., 2001). Embora as vacinas
SGIR tenham sido amplamente utilizadas, elas podem apresentar alguma viruléncia em aves
jovens e recém eclodidas (Lee et al., 2005) e persistir nos tecidos por algumas semanas.
(Barrow, et al., 1991).

De acordo com o PNSA (Plano Nacional de Sanidade Avicola) do Brasil, nos
estabelecimentos matrizeiros avicolas de Controle Permanente s6 podem utilizar vacinas
inativadas contra Salmonella Enteritidis. Fica vedado o uso de qualquer vacina contra
salmonelas em estabelecimento avoseiros, em bisavoseiros e em granjas de selecdo genetica
de reprodutoras primarias (MAPA, 2003).

Os estabelecimentos avicolas de postura comercial devem manter alojados somente aves
vacinadas, com vacinas vivas, para Salmonella Enteritidis (MAPA 2013). Além disso, a cepa

vacinal SG9R é permitida e amplamente utilizada em poedeiras no Brasil.

2.10 Diagnostico

O diagnostico do Tifo Aviario é feito com bases nos achados clinico, anatomo-patolégico
e exames laboratoriais. Entretanto, o diagndstico definitivo é o isolamento e identificacdo do

agente — Salmonella Gallinarum.
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2.11 Bacteriologia Convencional

O diagnostico bacteriolégico é dividido em isolamento, identificacdo biogquimica e
caracterizacdo da cepa bacteriana isolada por aglutinacdo rapida em Iamina. Para o isolamento
de Salmonelas é sugerida a coleta de:

- Aves vivas: suabe de cloaca; fezes frescas do lote; material de cama, ninho e/ou suabe
de arrasto; ovos.

- Aves necropsiadas: suabe de carcaca; baco; figado; vesicula biliar; rins; pulmao;
coracdo; trato gastrointestinal; articulagdes com lesdes; conjuntiva com lesdes.

O diagnostico bacterioldgico pode ser realizado a partir de enriquecimento, que pode ser
seletivo ou ndo seletivo. A partir destes caldos (seletivos ou ndo seletivos), sdo realizadas
estrias em placas de Agar MacConkey, Agar Verde Brilhante, Agar Hektoen e/fou Agar
Rambach.

A identificacdo da Salmonella Gallinarum € feita através da identificacdo bioquimica
preliminar, utilizando TSI (Triplice Acucar Ferro), LIA (Agar Lisina Ferro), Urease e
Motilidade.

As cepas que apresentarem resultado negativo para Urease e Motilidade e as demais
reacOes caracteristicas no TSI e LIA, devem ser submetidas a provas bioquimicas
complementares, sendo elas: Indol; VM (Vermelho de Metila), VP (Voges-Proskauer), Citrato
de Simons, Fenilalanina desaminase, TSI, Urease, Lisina descarboxilase, Arginina
desidrolase, Ornitina descarboxilase, Motilidade, Malonato, D-Glicose producdo de acido e
gas, Lactose, Sacarose, D-Manitol, Dulcitol e Maltose.

As cepas gque apresentarem as caracteristicas nas provas bioguimicas complementares,
deverdo ser submetidas a caracterizacdo antigénica da cepa bacteriana — aglutinacdo répida
em lamina, com o antissoro anti-somatico O polivalente de Salmonella e mediante o resultado
positivo, deverdo ser caracterizadas antigenicamente com o0 anti-soro anti-somatico D
(MAPA, 1995).

Para o diagnostico de Salmonelas imdveis, dentre elas a Salmonella Gallinarum, deve-se
priorizar o diagnostico a partir de 6rgaos.

Dentre as vantagens, o isolamento bacteriano é a prova definitiva para o diagnostico. A
desvantagem é o tempo para liberagdo do resultado e na caracterizacdo antigénica ndo é

possivel fazer a diferenciacdo entre os biotipos Gallinarum e Pullorum.
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2.12 Métodos Moleculares
2.12.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O PCR é uma importante ferramenta para a deteccdo de Salmonella spp em aves
infectadas. A grande maioria dos PCRs € desenvolvida com pares de primers para detectar o
gene InvA em aves infectadas por Salmonella spp. As vantagens do PCR ¢ sensibilidade, é
um método menos laborioso, além de ser uma técnica mais rapida, podendo ter resultados
positivos em 21 horas ap0ds o inicio do processamento das amostras (Tuchili et al., 1995).
Dentre as desvantagens, podem ser citadas, a ndo diferenciacdo do sorovar da Salmonella spp
e a necessidade de pré-enriquecimento para a deteccdo do agente pesquisado. Além disso, ha
uma variedade de PCRs disponiveis para comercializacdo no mercado ou desenvolvidos in
house, 0 que resulta numa falta de reprodutibilidade de resultados, quando comparados
diferentes tipos de PCRs (Ribeiro et al., 2009; Kang et al., 2011).

2.12.2 Anadlise do Polimorfismo de Restricdo dos Fragmentos de DNA (RFLP — PCR)

O PCR - RFLP pode ser utilizado tanto para detectar, quanto para diferenciar alguns
sorovares de Salmonella spp. O gene flicC estd presente tanto na Salmonella Gallinarum,
guanto na Salmonella Pullorum. Existem polimorfismos no cddon 31, reconhecida pela
enzima Himp 11 no biotipo gallinarum, ndo sendo encontrado no biotipo Pullorum. Dentre as
vantagens de utilizacdo do RFLP — PCR séo o custo e a facilidade de ser realizada (Kwon et
al., 2000). Qutros autores descrevem tambem a diferenciacdo no gene rfbS, utilizando a
enzima Tfil para a Salmonella Gallinarum e a Plel, para a Salmonella Pullorum (Park et al.,
2001; Shah et al., 2005). Dentre as desvantagens, estad o fato da necessidade da coldnia pré-

isolada a fim de ter um melhor desempenho no teste.

2.12.3 Multilocus de Repeti¢fes em Tandem de NUmero Variavel (MLVA):

E uma técnica utilizada para analise em multilocus das repeticdes em tandem de niimero
variavel que permite avaliar a variabilidade genética de microorganismos.

O potencial da técnica MLVA para tipificacdo foi demonstrada nos diferentes sorovares
de Salmonella, incluindo Typhimurium (Lindstedt et al., 2004; Best et al., 2007), Enteritidis
(Boxrud et al., 2007; Beranek et al., 2009), and Newport (Davis et al., 2009). Entretanto,
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mesmo o método MLVA sendo considerado eficiente para alguns sorovares, para outros, ele
ndo teve 0s mesmos resultados satisfatorios (Beranek et al., 2009).

Para Salmonella Gallinarum o MLVA pode ser utilizado como um método complementar
a outras técnicas para estudos epdemiologicos de surtos, tais como PFGE, devido ao seu alto
poder discriminatorio e por ser um método confiavel de genotipagem (Kang, et al., 2011).
Além disso, é um método rapido, facil de ser exutado, menos laborioso e com alta

reprodutibilidade.

2.12.4 Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE)

O procedimento para esta técnica é relativamente semelhante a realizacdo de uma
eletroforese em gel padréo, exceto que, em vez de correr constantemente a tensdo numa
direcdo, a tensdo é realizada simultaneamente entre trés direcGes, que corre através do €ixo
central do gel e que rodam em dois um angulo de 60 graus para cada lado. A técnica utiliza
enzimas de restricdo para gerar fragmentos grandes e quando separadas por eletroforese em
gel de agarose, os padrBes resultantes sdo altamente especificos e discriminatérios entre as
cepas (Seo et al., 2006). As vantagens desse método sdo a alta reprodutibilidade dos perfis
encontrados e separacdo de fragmentos de DNA grandes (até 600 kb) ou cromossomos
inteiros. As desvantagens € a complexidade da técnica e protocolos de extracdo de DNA

trabalhosos.

2.12.5 Ribotipagem

A ribotipagem baseada na hibridacdo DNA-DNA, envolve o uso, como sondas, de RNA
ribossomico (rRNA) ou de sequéncias de DNA que codificam o rRNA (rDNA). A utilizacdo
dessas sequéncias como sondas permite evidenciar, apos hibridacdo, apenas os fragmentos de
restricdo que apresentam homologia com o DNA da sonda, entre os milhares de fragmentos
gerados com uma enzima de restricdo que reconhece sequéncias frequentes. Algumas
sequéncias presentes na regido gendmica que codifica o rRNA sdo muito conservadas,
nomeadamente as que codificam o rRNA 16S e 23S. Os perfis de hibridagdo obtidos séo
reprodutiveis e simples de interpretar (Grimont & Grimont, 1986).

A Ribotipagem com a utilizacdo da enzima EcoRI é uma importante ferramenta para a
diferenciacdo de Salmonella Gallinarum e Salmonella Pullorum. Quando ocorrem cepas do

mesmo biovar, com ribogrupos diferentes, obtem-se uma importante informacéo
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epidemioldgica (Christensen et al., 1993). A técnica possui como desvantagem a analise de
uma pequena regido do genoma, sendo assim, quando ocorrem resultados dentro do mesmo

ribotipo, mesmo assim nao podemos afirmar que as cepas advém de uma mesma origem.

2.12.6 Identificacdo através da regido 16S - MicroSEQ®

O sistema de identificagdo microbiana para identificar microorganismos - MicroSEQ®
ID (Applied Biosystems, Foster City, CA) é uma metodologia bem estabelecida e que tem
como objetivo a identificacdo de espécies bacterianas, incluindo a Salmonella (Trkov &
Avgustin, 2003; Clarridge, 2004; Woo et al., 2008). Este método utiliza primers universais
para amplificar a tanto parte da regido (~500 bp) do gene 16S rRNA ou do gene inteiro
(~1500 bp). O gene é um gene conservado encontrado nas bactérias, porém que apresenta
regides hipervariaveis possiveis de estabelecer diferengas entre os microorganismos, no nivel
de espécies e subespécies. Enquanto a regido 16S é tradicionalmente considerada uma regido
muito conservada para distinguir espécies bacterianas em nivel de subtipagem, alguns estudos
de heterogeneicidade intragendmica relataram a diversidade genética dentro das mesmas
espécies, incluindo a habilidade de identificar cepas bacterianas relacionadas a surtos (Helm
et al., 2003; Acinas et al., 2004; Clarridge, 2004; Case et al., 2007). As vantagens podem ser
citadas como um método padronizado de identificacdo bacteriana baseada na analise parcial
ou inteira do seqiienciamento da regido 16S rRNA, o sistema inclui uma analise automatizada,
além de ser possivel a construcdo de uma biblioteca personalizada para estudos
epidemioldgicos. Dentre as desvantagens, podemos salientar o custo/ensaio; o fato de ter que
ter um equipamento especifico para esta finalidade e a ndo identificacdo dos diferentes
sorotipos de Salmonella enterica, permitindo somente a diferenciacdo dos isolados baseados

nas diferencas dos subtipos moleculares (Hellberg et al., 2012).

2.12.7 Micro arranjos (Microarrays)

Os micro arranjos, também popularmente conhecidos como biochips de DNA, séo
constituidos de DNA dispostos em um suporte sélido, geralmente vidro, onde sdo aderidos
oligonucleotideos de DNA fita simples de aproximadamente 50 a 70 pb com tamanho
semelhante a uma lamina de microscopio optico. Cada oligonucleotideo possui uma sequéncia
representativa de um determinado gene. Ainda, cada oligonucleotideo esta aderido em um

ponto especifico da 1dmina de vidro (microarray), conhecido como spot. Uma Unica lamina


http://www.webartigos.com/artigos/tecnologia-microarray-biochips-de-dna/17028/

20

pode conter dezenas ou até centenas de milhares de spots, cobrindo assim um determinado
genoma inteiro. Para a sua construcdo, o genoma de interesse é primeiramente seqtienciado e
entdo um oligonucleotideo de DNA fita simples de cada gene é representado no microarray.
Esta tecnologia permite analisar um grande volume de dados simultaneamente (OIE, 2013b).

O principio do sistema microarray Salmonella é baseado na especificidade do
reconhecimento molecular da sequéncia de DNA alvo e subseqliente amplificagdo com
primers universal. Cada alvo individual de DNA é reconhecido por uma sonda especifica que
contém um Unico ZIP code que corresponde a uma unica posi¢do no micro arranjo. Estes ZIP
codes sdo usados para a deteccdo no micro arranjo apés a amplificacdo. A sonda se liga
através da DNA ligase quando ha uma perfeita complementariedade com o alvo do DNA.
Apenas sondas ligadas resultardo em produtos amplificados. Sondas que diferem do alvo do
DNA néo resultardo em produtos amplificados, mesmo no caso de apenas um nucleotideo for
diferente. Os produtos amplificados sdo hibridizados ao micro arranjo e visualizados por
deteccdo colorimétrica. Estas geracbes de imagens dos arranjos sdo analisadas por um
software especifico (Wattiau et al., 2008).

Dentre as vantagens do teste podemos citar a identificacdo de mais de 100 sorovares
dentro de uma mesma corrida, o tempo e a facilidade de execucdo. As desvantagens é a
necessidade de um equipamento especifico, a ndo diferenciacdo genética dentro do mesmo

sorovar e o custo.

2.12.8 Nova Gerac¢do de Sequenciadores (NGS)

O sequenciamento de DNA é usado rotineiramente na caracterizagdo genética de
organismos vivos. Nos dltimos anos, avancgos tecnologicos levaram a disponibilidade de
sequenciamentos de DNA de alto rendimento e de baixo custo. A Nova Geracdo de
Sequenciadores revolucionou a pesquisa genética e genémica. Estas novas plataformas de
sequienciamento diferem substancialmente de outras tecnologias de seqiienciamento, pois
utilizam tanto as diferencas de pH, quanto a luz para detectar os eventos de polimerizacdo. O
sistema combina a tecnologia de sequenciamento de semicondutores com a bioquimica
natural para traduzir diretamente informacdes quimicas em dados digitais, democratizando o
sequenciamento e torna-lo acessivel a praticamente qualquer laboratério ou clinica. O sistema
utiliza as melhorias exponenciais na industria de semicondutores para fornecer escala e
flexibilidade para diversas aplicacbes. Utiliza de forma simples, a quimica para o

sequenciamento e o sistema elimina a necessidade dos componentes dpticos caros e reduz
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quimicas complexas para medir extensdo natural de DNA. Genomas inteiros serdo
seqlienciados de forma mais répida e acurada do que pelos métodos convencionais (Bragg et
al.; 2013).
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3 ARTIGO CIENTIFICO

Este estudo resultou em um artigo cientifico, publicado em 2017 na revista cientifica
British Poultry Science (v. 59, n. 2, p. 154-159; doi: 10.1080/00071668.2017.1406062).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Foram testados sessenta isolados de campo de S. Gallinarum de surtos de tifo aviario no
sul do Brasil entre 2011 e 2014, duas cepas vacinais e S. Gallinarum NCTC10532. Esses
isolados de surtos foram selecionados devido ao alto nimero de granjas de postura comercial
nesta regido do Brasil. Os isolados de campo foram cultivados a partir de reprodutores de peru
(1), reprodutores de frango (22), frangos de corte (2) e lotes de terminacdo de peru (35). As
cepas vacinais foram isoladas de duas marcas diferentes: SGIR, Nobilis®SGIR (MSD
Animal Health, Boxmeer, Holanda) e Cevac® S. Gallinarum (Ceva Santé Animale, Libourne,
Franca).

O conjunto de 2882 clusters de genes centrais para S. enterica (Leekitcharoenphon et al.
2012) no genoma de referéncia foi utilizado para comparar as amostras e obter a arvore de
SNP. A avaliacdo da arvore de SNP nos genes centrais mostrou ser uma abordagem de alta
qualidade para estudos epidemioldgicos (Leekitcharoenphon et al. 2014). O sequenciamento
completo do genoma bacteriano (WGS) foi utilizado neste estudo para investigacdo
epidemioldgica, mostrando-se uma ferramenta poderosa para investigar surtos causados por S.
enterica, fornecendo uma grande concordancia epidemioldgica e maior resolucdo do que a
PFGE, o método tradicional para subtipagem de Salmonella (Deng et al. 2015; Scaltriti et al.
2015; Taylor et al. 2015). A WGS oferece a maxima sensibilidade para tipagem de cepas e
pode fornecer mais informacGes sobre relacionamentos filogenéticos entre as cepas
(Immerseel et al. 2013). A analise WGS mostrou que as amostras poderiam ser classificadas
em trés grupos principais. Um foi formado pelas amostras SG04 e SGO05, o segundo por cepas
vacinais e o terceiro por outros isolados de campo. As amostras da propriedade B Brasil-RS e
SGO05 (Propriedade C Brasil-RS) sdo de propriedades diferentes, mas localizadas na mesma
regido, e os surtos ocorreram com um més de diferenga um do outro. Embora nédo saibamos a
origem desses isolados de Salmonella, é possivel especular que seja devido a presenca de
portadores animais livres que transitam entre as duas granjas. Através da investigacdo
epidemioldgica, os técnicos suspeitaram que a Granja C foi contaminada pela Granja B por
um caminhdo de racdo (dados ndo mostrados). Os surtos nas Granjas A e D podem estar
associados a mesma origem, pois os isolados eram semelhantes. No entanto, ndo houve
relacdo epidemioldgica entre isolados das Granjas A e D (dados ndo mostrados).

A Granjs A, a amostra SG03 (Propriedade A Brasil-RS), veio de um surto que ocorreu 1
ano antes dos surtos que forneceram as amostras SG01 (Propriedade A Brasil-RS) e SG02

(Propriedade A Brasil-RS). Este fato pode explicar por que a amostra SG03 (Propriedade A
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Brasil-RS) ndo mostrou as mesmas inversdes que as amostras SG01 (Propriedade A Brasil-
RS) e SG02 (Propriedade A Brasil-RS). Isso sugere que estas tiveram origens diferentes,
indicando falta de biosseguridade nessas granjas. As amostras SG06 (Propriedade D Brasil-
RS) e SGO7 (Propriedade D Brasil-RS) da fazenda D sdo do mesmo surto e ocorreram 15
meses apds os surtos que forneceram as amostras SGO1 (Propriedade A Brasil-RS) e SG02
(Propriedade A Brasil-RS), mas nenhuma relacdo epidemioldgica entre eles pbde ser
encontrada, apesar das semelhancas nesses isolados.

O perfil de resisténcia mais frequente: norfloxacina, enrofloxacina, estreptomicina,
eritromicina, espiramicina (8/60), foi encontrado em 2012 e 2013, em surtos de Tifo Aviario
em terminadores de peru, reprodutores de frangos e frangos de diferentes estados do sul do
Brasil. A ocorréncia de S. Gallinarum resistente aos macrolideos, eritromicina e espiramicina
estd de acordo com outros estudos (Chu e Chiu 2006; Kang et al. 2010). Apesar da taxa
intermediaria de resisténcia as fluoroquinolonas, ou seja, enrofloxacina relatada
anteriormente, a alta prevaléncia de resisténcia a norfloxacina ndo foi relatada. A resisténcia
contra aminoglicosideos relatada neste estudo é consistente com Kang et al. (2010) que
comparou isolados de S. Gallinarum da Coreia do Sul em 2002-2007 e encontrou aumento da
resisténcia a quinolonas e aminoglicosideos. A resisténcia aos antibioticos B-lactdmicos,
amoxicilina (35%) e ceftiofur (8%) e tetraciclina ndo foi relatada anteriormente para S.
Gallinarum. No entanto, a susceptibilidade reduzida aos P-lactdmicos e tetraciclina foi
relatada no Brasil para diversas cepas de Salmonella spp., principalmente isoladas do
ambiente avicola (Mattiello et al. 2015). Apesar da presenca de resisténcia a cefalosporina de
terceira geragdo, ceftiofur e ao B-lacttmico amoxicilina, genes para ESBL e cefalosporinase
plasmidica ndo foram encontrados, indicando que a resisténcia observada nesses isolados néo
estd relacionada aos genes pesquisados. Em pesquisas sobre Salmonella spp. isolada de
animais de fazendas nos EUA de 1999 a 2003, a maioria da resisténcia ao ceftiofur estava
associada a plasmideos que codificam blaCMY-2 (Frye e Fedorka-Cray 2007). Neste
relatorio, 0 CMY-2 mediado por plasmideo estava ausente nos isolados testados.

Embora o uso de antibidticos para o tratamento do Tifo Aviario ndo seja permitido no
Brasil, a alta taxa de resisténcia relatada aqui demonstra que, como em outros paises, 0 uso de
antibioticos € frequente. Muitos antibioticos tém sido eficazes na reducdo da mortalidade em
surtos de Tifo Aviario, mas ndo conseguem eliminar a infeccdo do lote, uma vez que as aves
permanecem infectadas apOs o tratamento e podem ser reinfectadas do ambiente local
(Gordon e Tucker 1957; Barrow e Freitas Neto 2011). O perfil dessa resisténcia a antibidticos
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em isolados do presente estudo de aves comerciais pode ser consequéncia do uso continuo de
antimicrobianos para tratar problemas de doencas aviarias, como Escherichia coli ou artrite.

O presente estudo sugere que S. Gallinarum isolado de surtos de tifo aviario no periodo
estudado ndo foi causado pelo uso da vacina viva SG9R. As cepas sequenciadas apresentavam
semelhangas em alguns surtos, mesmo quando a relagdo epidemioldgica ndo pbde ser
encontrada.

O estudo destaca a presenca de resisténcia antimicrobiana as principais classes de

antibioticos utilizados na indudstria avicola.
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