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Resumo

Cepas de Salmonella sorotipo Gallinarum sdo patdgenos de aves e causam tifo aviario (TF) e
pulorose (PU). S. Gallinarum isolada de surtos recentes que ocorreram no Brasil foram
analisadas e demonstraram relacdo entre si pelo estudo de regides intergénicas de genes de
RNAs ribossomais. O sequenciamento de genoma completou revelou que esses isolados de
surtos recentes sdo filogeneticamente relacionados com uma cepa ancestral circulante ha
muitos anos no pais.
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INTRODUCAO

Tifo aviario (TF) e Pulorose (PU) sdo as doencas aviarias causadas por Salmonella
enterica subsp. enterica do sorotipo Gallinarum (S. Gallinarum). Este sorotipo € dividido nos
biovares Gallinarum (associada ao TF) e Pullorum (associada a PU). Aves com estas doencas
apresentam infeccdo sistémica com varios sinais clinicos. Lotes de aves comerciais Sao
acometidos por varidvel morbidade e elevada mortalidade, com perdas econémicas
significativas (BARROW,; NETO, 2011; GAST, 2008; SHIVAPRASAD, 2000). No Brasil,
um programa governamental (Programa Nacional de Sanidade Avicola, PNSA) foi
implementado para controle desses patégenos em todo pais, sendo bastante eficaz para reduzir
0s surtos entre 1994-2006 (MAPA, 2003). No entanto, mais de cem surtos (principalmente de
TF) foram relatados no Brasil e outros paises da América do Sul nos ultimos anos (OIE,
2016). Duas possibilidades foram levantadas para explicar o ressurgimento do TF: (i)
reversdo da cepa da vacina viva 9R (intensivamente utilizada para controlar S. Gallinarum no
campo) para uma forma virulenta (KWON; CHO, 2011; VAN IMEERSEEL et al., 2013;
SMITH, 1956) e (ii) falha no programas de biosseguridade e negligencia nas medidas de
higiene (PULIDO-LANDINEZ et al., 2014; SECUNDO DE SOUZA et al., 2015). O presente
estudo teve como objetivo detectar e caracterizar isolados de S. Gallinarum obtidos de casos
recentes de TF no Sul do Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Isolados bacterianos
Onze amostras de S. Gallinarum foram isoladas a partir de lotes de aves com sinais
clinicos de TF e/ou PU no Sul do Brasil (Rio Grande do Sul e Santa Catarina), de 2013 a
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2014. O isolamento bacteriologico foi realizado por enriquecimento em agua peptonada
tamponada (BPW) em 36°C durante 24 h, seguido de enriquecimento seletivo de caldos de
Rappaport-Vassiliadis e tetrationato a 43°C durante mais 24 h. Depois disso, eles foram
plaqueados em agar MacConkey e as col6nias tipicas foram observadas depois de 24 h a
36°C. Estes isolados foram sorotipados de acordo com o esquema de Kauffman-White
(ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014) e testados para descarboxilacdo da ornitina e lisina,
producdo de sulfureto de hidrogénio, decomposicdo da uréia, e a utilizacdo de sacarose,
lactose, maltose, e citrato (BARROW; NETO, 2011; BOPP, 1999; ISSENHUTH-JEANJEAN
et al., 2014). Também foram obtidos dois isolados de referéncia de S. Gallinarum (ATCC e
Instituto Adolfo Lutz) e duas vacinas comerciais S. Gallinarum SG9R CEVAC® e BIO-
gallinarum 9R (Biovet laboratorio).

Extracdo de DNA e ensaios de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A extracdo de DNA foi realizada pelo método da fervura conforme descrito por
Soumet et al. (1994). O gene invA foi utilizado como um teste de triagem para Salmonella
(HOORFA et al., 2000). Trés reacOes de PCR independentes com pares de primers
especificos direcionados para o gene speC dos Biovares Pullorum e Gallinarum, o gene glgC
do biovar Gallinarum e o gene glgC da cepa vacinal SG9R (glgC 9R) foram realizadas de
acordo com trabalhos anteriores (KANG et al., 2011; KANG et al., 2012). Além disso, a
regido intergénica do operon rrnH foi amplificada e sequenciada conforme descricdo prévia
(PULIDO-LANDINEZ et al., 2014).

Analises genémicas

O sequenciamento do genoma e analise foi demonstrado em estudo anterior (CARLI et
al., 2016). Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) foram avaliados em genes especificos
de S. Gallinarum e comparados com cepas de referéncia de acordo com trabalhos anteriores
(VAN IMEERSEEL et al., 2013). A analise filogenética foi gerada pelo software snpTree que
utiliza como método a maxima verossimilhanca e bootstraps como suporte de clusters
(ACCESS et al., 2012) com quatro genomas de Gallinarum (SRR1045126/SG9,
AMO933173/287-91, SRR1045124/MB4523, SRR1045136/SG9OR), trés Pullorum (CP003247,
CP003786, CP012347) e uma do sorotipo Enteritidis (AM933172), que tem sido descrito
como a origem evolutiva do sorotipo Gallinarum (LANGRIDGE et al., 2015).

RESULTADOS

Testes bioquimicos e PCR na detec¢ao dos biovares Gallinarum e Pullorum

Através dos testes bioquimicos seis isolados foram classificados do biovar Gallinarum,
enguanto os cinco restantes foram do biovar Pullorum. Estes resultados foram confirmados
com os testes especificos de PCR. Todos os seis isolados do biovar Gallinarum foram
positivos para 0s PCRs de glgC e speC, enquanto os cinco isolados do biovar Pullorum foram
positivos apenas para o PCR glgC.

Deteccéo do sorotipo através da analise do operon rrnH

A andlise filogenética das regides intergénicas de genes de RNAs ribossomais
revelou que todos isolados do biovar Gallinarum formam um mesmo ramo filogenético,
apresentando 100% de identidade entre si. Enquanto os isolados do biovar Pullorum
apresentaram duas sequéncias nucleotidicas distintas, ambas diferentes do grupo do biovar
Gallinarum, indicando maior diversidade filogenética.



Analise filogenética

O estudo do genoma completo da cepa BR_RS12 e a respectiva andlise filogenética
mostrou que os isolados do biovar Gallinarum SG 9, SG 9R e MB4523 tem maior semelhanca
entre si do que com os isolados brasileiros (287/91 e o proprio BR_RS12) (Figura 1). Como
os dois genomas de cepas do Brasil estavam em um mesmo ramo filogenético, realizou-se
uma andlise de variacOes entre eles. Ocorreram 700 alterac6es, sendo que destes 136 foram
substituicdes, 25 insercdes, 33 exclusdo, 353 SNPs de transicdo e 153 SNPs de transversao.
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Figura 1. Anélise filogenética de genomas dos sorotipos Gallinarum (biovares Gallinarum e
Pullorum) e Enteritidis.

Analises de SNPs em genes especificos

Foram avaliados SNPs em onze genes (acekE, rfad, galT, btuB, dpaL, sseC, pegB,
menC, yieO, bcsC e SG4114) associados a reversdo da viruléncia da cepa vacinal (Tabela 1).
Observou-se que as duas cepas brasileiras estdo mais estreitamente relacionadas entre si do
que a cepa virulenta progenitora (SG 9), que se distingue por apenas uma alteracdo no gene
galT, alteracdo também presente na cepa vacinal SG 9R e MB4523. A atenuacdo da SG9R
pode estar relacionada com a mutacdo nos genes aceE e rfaJ como previamente descrito por
Van Immerseel (2013) e ambos revelaram um padrdo diferente em amostras brasileiras
daqueles encontrados nas amostras derivadas da vacina. As diferencas de SNPs nestes codons
suportam a possibilidade de que a cepa BR_RS12 ndo ¢ derivada da vacina.

Tabela 1. Alteracdes genéticas entre as cepas SG9, MB4523, 287/91 e BR_RS12, segundo
posicOes descritas por Van Immerseel (2013).

SNP position  Gene Strain SG9 Strain SG9R Strain MB4523 Strain 287/91 Strain BR_RS12

179676 aceE aTc lle aAc Asn aTc lle aTc lle aTc lle
3904242-3 rfaJ tCA Tyr tAA STOP tAT  Tyr tCA Tyr tCA Tyr
817373 galT Gaa Glu Aaa Lys Aaa Lys Aaa Lys Aaa Lys

3432990 btuB tCA Tyr tAA STOP tAA STOP tCA Tyr tCA Tyr
1026921 dpal aAt Asn aAt Asn aGt Ser aAt  Asn  aAt Asn
1783872 sseC aAt Asn aAt Asn aGt Ser aAt Asn aAt Asn

2240972 pegB atC lle atC lle atA lle atC lle atC lle
2398116 menC Gag Glu Gag Glu Tag STOP Gag Glu Gag Glu
3730062 yieO cGa Arg cGa Arg «cla Leu cGa Arg cGa Arg

4021808 bcsC Cag GIn Cag GIn Tag STOP Cag GIn Cag Gln
4345332 SG4114 Gcg Ala Gcg Ala  Acg Thr Gecg Ala  Geg Ala
4620917 intergenic A - A - G - A - A -




DISCUSSAO

S. Gallinarum é um importante patdogeno em lotes de aves comerciais e leva
anualmente a elevadas perdas econdmicas, descobrir os mecanismos da doenca e sua
propagacdo de origem pode ser muito importante para o combate. Van Immerseel (2013)
sugeriu a possibilidade de a doenca estar sendo causada por reversdo da viruléncia da cepa da
vacina. O presente estudo demonstrou que ndo houve reversdo recente de viruléncia, mas sim
a disseminacéo de cepa de campo. Outro estudo realizado por ERIC-PCR identificou padrdes
para as cepas atuais de Salmonella Gallinarum no Brasil e ao comparar com a vacina
encontrou padrdes distintos, reforcando a hipdtese de que o0s casos recentes estdo sendo
causados por cepas de campo que tem se mantido devido & falhas nos programas de
biosseguridade e negligéncia nas medidas de higiene (SECUNDO DE SOUZA et al., 2015).

CONCLUSOES

Pode-se concluir que os eventos que estdo ocorrendo no Brasil sdo devido a uma cepa
ancestral brasileira. Esta provavelmente se manteve viavel em aves ao longo dos anos e
voltou a ser disseminada pela falta de biosseguridade. Mais estudos sdo necessarios para
completa elucidacdo da origem dos surtos que ocorrem no Brasil.
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