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Construcao de Salmonella sorovar Enteritidis Atenuada para Imunizagao de Mamiferos

Ronnie F.M. Sousa*, Marcelo Brocchi

Resumo

Salmonella enterica € uma bactéria patogénica para diversos animais, causando infecgdes intestinais e extra-intestinais.
S. enterica contém genes codificadores de Sistemas de Secrecao Tipo Trés (SSTTs), essenciais para a capacidade de
invasdo e sobrevivéncia intracelular. Muitos genes de SSTT s&o regulados pela proteina IHF: uma histone-like
heterodimérica codificada pelos genes ihfA e ihfB. Com isso, temos como objetivo construir S. Enteritidis AihfA, AihfB e
AihfAAINfB, confirmar que os mutantes sdo atenuados e avaliar a resposta imunolégica em murino com o duplo
mutante. Até o momento, os mutantes simples e o duplo mutante foram construidos. Os préximos passos serao a
caracterizagao do duplo mutante, ratificar o potencial atenuante do duplo mutante e testar a sua imunogenicidade.
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Introducgao

Salmonella
2 espécies
6 familias
2500 sorovares
Parasita intracelular facultativo
Causadora de salmonelose
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Figura 1. Mapa mental ilustrando as informacdes
essenciais para a compreensao do trabalho.

Com base em resultados preliminares de nosso lab., o
presente trabalho tem como objetivo construir linhagens
S. Enteritidis AihfA, S. Enteritidis AihfB e S. Enteritidis
AIhfAAIhfB, confirmar se o duplo mutante é atenuado e
capaz de induzir resposta imunolégica.

Resultados e Discussao

A delecao dos genes ihfA e ihfB foi feita pelo sistema A
Red utilizando os plasmideos pKD3, pKD46 e pCP20
Foram isoladas colénias de S. Enteritidis AihfA:Cm e de
S. Enteritidis AihfB:Cm. Para evitar a selegdo de
recombinagdes secundarias, as marcas de delegao
foram transferidas por transducdo utilizando o fago
P22Hint (Figura 2A). A resisténcia ao claranfenicol foi
eliminada com o uso do sistema de recombinagaoo de
pCP20 (Figura 2B).

Atualmente estamos retirando as resisténcias do duplo
mutante para prosseguimento nos testes em murinos.
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Figura 2. Construgao dos mutantes simples (A) e duplo
(B). A) Deteccao genes integros ihfA (2) e ihfB (8) na
linhagem selvagem e linhagens AihfA (3 a 6) e AihfB (9 a
12). Observa-se que todas as colbnias AihfA
apresentaram a delegao, contudo apenas 1 coldnia AihfB
apresentou a mutagdo (amostra 9). B) Deteccdo dos
genes ihfA (amostras 1 a 9) e ihfB (amostras 10 a 18) no
duplo-mutante por PCR. Temos o controle selvagem do
gene ihfA (2) e ihfB (11) e as amostras 3 a 9 sao
respectivas as 12 a 18. Observa-se que 3 colbnias
apresentaram a cicatriz em JihfA (6,7,8)e a delegcdo do
gene ihfB (15,16 e 17).

Conclusoées

Até o momento obtivemos o duplo mutante Salmonella
enterica Enteritidis AihfAAIhfB:Cm. Esta aparenta ser
viavel e acreditamos que seu crescimento € igual a
linhagem selvagem por dados previamente obtidos pelo
nosso grupo. Atualmente, nosso nos empenhamos em
retirar as resisténcias do duplo-mutante para que
possamos dar prosseguimento aos testes in vivo.
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