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INTRODUCAO

Linhagens atenuadas de Salmonella enterica vém sendo utilizadas como vacinas na inducao de imunidade contra a salmonelose. A construcao dessas linhagens é
alcancada pela introducao de mutacoes em genes associados a patogenicidade, a vias biossintéticas ou em genes reguladores globais, cujo resultado é a atenuacao da
viruléncia sem, no entanto, comprometer a capacidade de colonizacao in vivo e, conseqiientemente, de inducao do sistema imune de forma efetiva.

O presente projeto se propoe a analisar a resposta a infeccao de camundongos por linhagens mutantes atenuadas de S. enterica Typhimurium. Neste trabalho,
caracterizou-se linhagens mutantes de S. enterica Typhimurium AhimA e AhimD tanto em termos de DL., colonizacao, quanto de imunidade no modelo murino de
infeccao, buscando incrementar as pesquisas ja desenvolvidas quanto a criacao de linhagens vacinais recombinantes de S. enterica. As linhagens para estudo e
estabelecimento de comparagdes sao ST662 4himA, ST662 AhimD e y3985.

METODOLOGIA RESULTADOS

Meios de Cultura, Condicoes de Cultivo e Estocagem das Amostras

= Tabela 1. Resultados do experimento para determinacdo de DL., para a linhagem AhimA
O meio de rotina foi o LB ou LB-Agar. A pureza das culturas bacterianas o ISy T oy S

verificada em meio MacConkey. As linhagens bacterianas foram estocadas a L’;"’C“h ; N (amostragem) Mortos (ate 30 dias)
. 5,6 x 10°/camundongo 4 1
o (1) ’
70 C em~LB com 15% de gllc’er.ol. 5.6 x 10°/camundongo 3 5
Determinacao da Dose Letal Média (DL50) 5.6 x 107/camundongo 2 0
Para o calculo da DL;,, as amostras foram cultivadas em LB e diluicdes 5,6 x 105/camundongo 3 0
. . A~ 1 9
seriadas foram inoculadas oralmente em camundongos BALB/c fémeas com 6 a DL50 acima de 5,6 x 10
10 semanas de idade. A sobrevivéncia dos camundongos foi avaliada ao longo Tabela 2. Resultados do experimento para determinagdo de DL, para a linhagem AhimD
de 30 dias. . AhmD______
Persisténcia in vivo Inéculo N (amostragem) Mortos (até 30 dias)
. , . . . . 7,2 x 10°/camundongo 3 0
A quantidade de 108 a 10° células bacterianas de S. enterica Typhimurium o 108;camun don:o ; 5
AhimA e AhimD foi inoculada por via oral em camundongos BALB/c fémeas 7.2 x 107/camundongo 3 5
com 6 a 10 semanas de idade. Os animais foram sacrificados 3, 10 e 30 dias 7,2 x 10%/camundongo 3 0
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apos o tratamento e a Unidade Formadora de Colonias (UFC) presentes nas DL50 acima de 7,2 x 10
placas de Peyer e no baco foi determinada. A Figura 1. Persisténcia de S. enterica Typhimurium
Imunogenicidade | X598 v3985, 662ST AhimA e 662ST AhimD nas placas
~ - B him A
Camundongos BALB/c fémeas de 6 a 10 semanas de idade foram W de Peyer (A) e no baco (B) de camundongos
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BALB/c/AnUnib. Grupos de trés camundongos
foram inoculados com aproximadamente 10° cfu
das linhagens atenuadas e a infeccao

imunizados com duas doses de aproximadamente 107-10° células bacterianas
nos dias 0 e 14 e em intervalos semanais, soro foi coletado para a
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determinacao do titulo de IgG sérica e fezes foram coletadas e processadas : ] acompanhada 3 (tempo 1), 10 (tempo 2) e 30
para a determinacgao do titulo de IgA. ] ] (tempo 3) dias apds o inoculo.
ELISA : 35 —
A quantificacao do titulo de anticorpos no soro de animais imunizados com | 1 | ; | : | 3 " E

Tempo 2.5

as linhagens recombinantes de S. enterica foi avaliado por ELISA. 2
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O resultados obtidos para os testes de persisténcia in vivo indicaram que as trés 0 | d————————
linhagens foram capazes de disseminagao sistémica em camundongos BALB/c. No : Coletal Coleta2 Coleta3 Coletad  Coleta 5
entanto, a cinética de infeccao foi diferente, uma vez que os mutantes Ahim foram
detectados no baco 3 dias apos o indculo, mas foram rapidamente eliminados, uma camundongos selecionados: um inoculado com
vez que estes mutantes nio foram detectados neste 6rgdo 10 e 15 dias pés- _ a linhagem mutada em AhimA, outro com a
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Figura 2. Cinética da resposta imune dos trés

inoculacao. Nas placas de Peyer, por outro lado, os mutantes Ahim foram i | Te,ipo | : | linhagem mutada em AhimD e o ultimo tratado
, . , .y com PBS.
detectados até 10 dias apos o indculo.
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50% dos camundongos, provavelmente na faixa entre 10'° ou 10'!. A determinacao

do titulo de anticorpos pelo método ELISA ira determinar quao eficaz foi a resposta — 4
de camundongos BALB/c a infeccdo e uma analise quantitativa destes resultados é R E F E R E N CIAS BI B LI OG RAF I CAS
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