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CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS

A preferéncia por alimentos diferenciados surgiu com a inseguranca
da populacéo frente a informacé&o de contaminagéo de ovos e leite pela dioxina,
pela ameaca de uma nova variante humana da Encefalopatia Espongiforme
Bovina e de uma outra ameaca a saude publica, representada pelo aumento na
frequéncia de casos de resisténcia bacteriana aos antibioticos. Os antibiéticos
tém ampla utilizacdo na producdo animal e estudos tém sugerido que o
consumo de alimentos de origem animal constitua uma possivel via de
transmissdo de bactérias resistentes ao homem.

A constatacdo da presenca de residuos quimicos de aditivos em
produtos carneos e o receio da indugdo da resisténcia bacteriana vinculada por
alimentos de origem animal fizeram com que os aditivos passassem a ser
vistos como fatores de risco para a saude publica (LOPES, 2003). Entretanto,
ndo h& evidéncias, segundo a Federation of Animal Science Societies-(FASS,
2003) de que realmente os alimentos organicos sejam mais saudaveis que 0s
alimentos produzidos de forma convencional. Segundo a FASS (2003), talvez
ocorra mais risco associado aos produtos organicos devido ao potencial da
introduc&o de organismos perigosos para 0 homem na cadeia alimentar.

Uma das principais caracteristicas dos mercados no mundo € a
vontade do consumidor. Parcelas de consumidores tém exigido alimentos
diferenciados, sem residuos quimicos, com seguranca sanitaria, menos
industrializados e produzidos de forma mais natural em consonancia com o
bem estar do animal, com a preserva¢do ambiental e com a saude do homem.
Esta nova realidade tem dado impulso a criacdo em sistemas que eliminam a
utilizacao de antibidticos e ingredientes de origem animal.

Neste contexto, as salmoneloses ocupam posi¢cdo de destaque na
saude publica pelas suas caracteristicas de endemicidade, morbidade e, em
particular, pela dificuldade de controle. Todo esses aspectos decorrem dos
multiplos parametros epidemioldgicos envolvidos, principalmente pelas
inimeras fontes de infeccdo e vias de transmisséo presentes no ciclo (HOFER
& REIS, 1997). Em 2001, registraram-se 2.918 casos de infec¢gdes humanas
numa populacdo de 5,4 milhdes de pessoas por diferentes sorotipos de
Salmonella. Ocorreu um pico de infecgdes em 1997, que desde entdo se



reduziu e em 2002 havia a metade do valor anotado, devido ao efetivo controle
em estagios de producédo (FISCHER, 2002). No momento, as salmoneloses
paratificas ameacam a aceitacdo publica dos produtos avicolas, sendo os
mesmos incriminados como as principais fontes de infeccdo atribuidas as
doencas veiculadas por alimentos. O Laboratério FIOCRUZ nos anos 2002,
2003 e 2004 caracterizou a Salmonella Enteritidis como o sorovar mais
frequente em aves, registrando maior ocorréncia em 2004 (RODRIGUES,
2005).

Os prejuizos com a infeccdo aviaria por Salmonella sp. sédo dificeis
de serem medidos, mas compreendem perda de animais, rendimento abaixo
do potencial, gastos com medicamentos, e, além disso, a presenca do
patdogeno tem sido apontada como um dos principais problemas sanitarios que
restringem o comeércio de aves e dos subprodutos em todo mundo. Portanto, as
infeccdes aviarias tém trazido enormes prejuizos econémicos (ZANCAN, 1998).
Dentro deste enfoque, o Ministério da Agricultura e Abastecimento, atraves da
Portaria Ministerial n°® 193, de 19 de Setembro de 1994, instituiu o Programa
Nacional de Sanidade Avicola (PNSA). Este programa se baseou nas
indicagbes da Office International des Epizooties (O.l.E.), que tem como
objetivo geral garantir a disponibilidade, nos mercados interno e externo, de
produtos avicolas de qualidade e sanitariamente controlados contra Salmonella
Enteritidis, entre outros agentes (VILLA, 1998).

As infeccbes aviarias causadas por Salmonella Enteritidis
comprometem a producao avicola com grandes perdas econdmicas, além de
terem significado nos estudos de saude publica (BARROW, 1993). Entretanto,
SILVA & DUARTE (2002) relataram que a ocorréncia de Salmonella Enteritidis
tem pouco ou nenhum impacto na produtividade das granjas. SILVA (2005)
reforcou que Salmonella em frangos, exceto 0s sorovares espécie -
especificos, geralmente ndo esta relacionada a perdas de produtividade na
criacao.

As condicbes naturais de producbes de aves alternativas
apresentam maior desafio do que as criagcbes de aves convencionais, pois as
medidas de biosseguranga nem sempre sdo consideradas. Contribui para isso

a diversidade dos sistemas de producao, sendo que uns reproduzem aves na



propriedade e outros adquirem os pintos de um dia nas lojas agropecuarias e
em incubatorios (FIGUEIREDO et al., 2001). DEMATEE FILHO & MENDES
(2001) afirmam que os maiores problemas de sanidade em producao
alternativa referem-se ao desequilibrio microbiano nos locais de criacdes
(galpdes), o que tem acarretado doencas, contrariando o principal objetivo
deste sistema que é o estado de saude das aves.

A enfermidade é mais comum em aves jovens, contudo, Salmonella
pode viver em equilibrio no organismo e nao ser identificada, a menos que um
programa de controle rigoroso seja realizado (BARROW, 2000; BERCHIERI
JUNIOR, 2000). A constatacdo de que os produtos de origem aviaria
representam a principal fonte de infeccdo alimentar para o homem tem
contribuido para a intensificacdo de pesquisas na area. A situacao se agravou
com o surgimento de alguns sorovares que s&o patogénicos para as aves e
muito patogénicos para o homem. Tais sorovares podem se envolver na cadeia
alimentar do homem determinando quadros de infeccdes.

A indastria avicola mantém um sistema altamente rigoroso na
higiene e na desinfeccdo de incubatérios, entretanto ZANCAN (1998) e
ROCHA (2001) detectaram a Salmonella Enteritidis em forros de caixas de
pintos de um dia, oriundos de varios incubatorios, sugerindo a veiculacéo deste
agente do incubatério para o galpdo de criacdo. REZENDE (2002) detectou
75% dos lotes de frango de corte de agroindUstrias goianas positivos para a
Salmonella sp., o que de certa forma traz preocupacéo para as producdes
alternativas, ja que pesquisas nao tém sido conduzidas nestas criacdes e nelas
os desafios por agentes patogénicos talvez sejam maiores. Acrescenta-se
também a intensidade da comercializacdo de produtos avicolas entre 0 meio
urbano e rural, que pode propiciar maior circulacdo deste patégeno.

Por outro lado, YALCIN et al. (1997) demonstraram em aves de
crescimento lento, uma relagcdo entre as aves que possuem 0 gene Na,
“pescocgo pelado”, e tolerancia ao calor, estas aves apresentaram melhores
indices produtivos em ambientes tropicais. A rusticidade de aves “caipiras” ou
“caipiras melhoradas”, ou criagdes “coloniais”, propiciam a esses animais maior
resisténcia a manifestagdo de determinadas doencas. E no caso das infec¢des

por Salmonella Enteritidis em “caipiras melhoradas“, os aspectos



epidemioldgicos envolvidos sdo mais complexos e muitos ainda ndo sédo
conhecidos neste segmento de producéo de carne.

A producéo alternativa de frango de corte vem crescendo no Brasil
desde a década de 90. Além da questdo cultural envolvida, este tipo de
producdo tem se tornado uma esperanca para 0S pequenos e médios
produtores de qualquer regido do pais, tanto para o consumo familiar como
para a producdo comercial. ZANUSSO (2004) relatou que o mercado para
produtos diferenciados encontra-se em expansdo com uma fatia de 3% em
relacdo aos produtos oriundos de frangos criados em sistema convencional,
setor em o Brasil assumiu o primeiro lugar no comércio internacional (ABEF,
2005).

Criar linhagens de aves mais resistentes a Salmonella Enteritidis
pode ser uma alternativa para pequenos e médios produtores com o intuito de
atender consumidores com perfil diferenciado e que pagam mais por produtos
seguros. Segundo VAROLI JUNIOR et al. (2000) néo se sabe porque o gen Na
presente nas aves pescoco pelado determina auséncia de penas, porém a
presenca deste gen afeta caracteristicas de crescimento, eficiéncia alimentar e
resisténcia ao calor. Vale registrar que nos atendimentos de rotina no Setor de
Doencas das Aves da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Goias
as aves ISA Label ndo tém sido diagnosticado infecgdes por Salmonella
Enteritidis.

Esforcos devem ser realizados no sentido de buscar o
aprimoramento tecnoldgico, identificar problemas sanitarios, produzir com mais
eficiéncia e, se possivel, com maior produtividade e rentabilidade.

Segundo GONZALES (2002), “producdo alternativa € um sistema
produtivo para a obtencdo de um alimento com atributo diferenciado que
apresenta qualidade que se sobrepde aos requisitos basicos de sanidade e de
inocuidade”.

As técnicas de producdo utilizadas na criagdo de frango de corte
podem ser classificadas em quatro categorias, de acordo com a mesma autora
em: convencional, alternativa, caipira ou colonial, organica ou ecolégica ou

bioldgica.



A producdo convencional caracteriza-se por ser uma criagao
intensiva, que utiliza genética selecionada para alta taxa de crescimento,
recursos de manejo e alimentacdo que buscam a maxima eficiéncia com menor
custo e adota critérios sanitarios compativeis para a manutencdo da saude
animal e do homem. O abate dessas aves ocorre entre 42-48 dias de vida.

A producdo alternativa apresenta caracteristicas de producédo
semelhantes a convencional, sem restricbes a linhagens, utiliza recursos de
manejo e alimentacdo sem promotores de crescimento, antibidticos e
anticcocidianos, dieta sem produtos de origem animal e adota critérios
estabelecidos para respeitar a salde e o bem estar das aves e do homem. O
abate dessas aves ocorre apds 50 dias de vida. Acrescenta-se que em junho
de 2001 foi fundada, em Séo Paulo, a Associacdo de Avicultores Alternativos
(AVAL), que tem procurado fortalecer esse segmento de mercado.

A producao caipira ou colonial caracteriza-se por utilizar linhagens
de crescimento lento, sendo vedado o uso de linhagem comercial. As aves séo
criadas no sistema semi-intensivo, mantidas em confinamento até 28 dias e
apos este periodo sdo soltos a campo. O abate ocorre apos 85 dias de vida. As
racbes sdo livres de antibidticos, anticoccidianos e ingredientes de origem
animal e as aves devem ter abrigo noturno (BRASIL, 1999).

A experiéncia com producdes alternativas é relativamente pequena
no Brasil. Existem poucas informacgfes técnico-cientificas sobre linhagens de
crescimento lento e sobre a Salmonella Enteritidis nestas criacfes. Baseando
no exposto pretendeu-se a realizacdo do presente estudo com o objetivo de
contribuir para o crescimento e fortalecimento deste segmento da avicultura

nacional.
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CAPITULO 2 — EFEITO DA SANITIZACAO DA CASCA COM
QUATERNARIOS DE AMONIA E DA VIA DE INOCULACAO NO
ISOLAMENTO da Salmonella enterica SOROVAR ENTERITIDIS FAGOTIPO
4 EM OVOS EMBRIONADOS DE DUAS LINHAGENS DE FRANGO DE
CORTE

RESUMO: Foram conduzidos dois experimentos para avaliar os efeitos de
quaternarios de amoénia sobre Salmonella Enteritidis inoculados na casca e a
capacidade de penetracdo deste patdgeno na casca e para verificar sua
habilidade em infectar os ovos inoculados pela casca e cavidade alantdide,
determinar mortalidade embrionaria, infectar os pintos eclodidos e afetar os
parametros de incubag&o em duas linhagens de frango de corte. Utilizaram-se,
respectivamente, 302 e 290 ovos férteis das linhagens Ross e ISA Label,
distribuidos em seis tratamentos: ovos sanitizados e inoculados com o placebo
(tratamento 1- PC) ou com quaternarios de amoénio inoculados na casca com
Salmonella Enteritidis fagotipo 4 (tratamento 2-Pl); ovos ndo sanitizados e
inoculados na casca com placebo (tratamento 3-NPC) ou com Salmonella
Enteritidis (tratamento 4-NPI); ovos inoculados na cavidade alant6ide com
placebo (tratamento 5-CAC) ou com Salmonella Enteritidis (tratamento 6-CAl).
Imediatamente apds a inoculagdo, os ovos foram incubados e a mortalidade
embrionaria avaliada apds 96, 432 e 528 horas. As respostas qualitativas foram
analisadas pelos testes ndo paramétricos de qui-quadrado e de Kruskal-Wallis.
Constatou-se que a sanitizacado dos ovos néo eliminou a Salmonella Enteritidis
inoculada na casca sendo que o0 agente manteve-se viavel na casca durante
todo o periodo de incubacdo e migrou para o interior dos ovos em trés das 20
amostras analisadas. Os parametros de incubacdo nao foram afetados quando
o patdgeno foi inoculado na casca. Constatou-se também que a Salmonella
Enteritidis inoculada na cavidade alant6ide determinou mortalidade embrionéria
tardia nas linhagens Ross de 17,02% e ISA Label de 13,04%, assim como 0s
ovos inoculados nesta cavidade originaram pintos com maior frequéncia de
colonizagéo intestinal pela Salmonella Enteritidis de 76,67% e 26,67% para
Ross e ISA Label, respectivamente.

Palavras-Chaves: ISA Label, mortalidade embrionaria, patéogeno, RoOss,
sanitizante.

EFFECT OF THE USE OF QUATERNARY AMMONIA AND VIA
INOCULATION IN EGGSHELL ON Salmonella enterica SOROVAR
ENTERITIDIS PHAGOTYPE 4 ISOLATION IN FERTILIZED EGGS OF TWO
BROILER LINES

ABSTRACT: Two experiments were carried out to evaluate the use of
guaternary ammonia on Salmonella Enteritidis inoculated in eggshell and its
penetration capacities, verify the ability to infect the egg inoculated in eggshell,
determine embryo mortality, infect hatched chicks and affect incubation
parameters of two broiler lines. A total of 302 and 290 fertile eggs of Ross and



ISA Label, respectively, were distributed in six treatments: eggs sanitized with
placebo (Treatment 1- PC) quaternary ammonia inoculated with Salmonella
Enteritidis (Treatment 2-Pl); eggs non-sanitized and inoculated placebo
(Treatment 3- NPC) with Salmonella Enteritidis (Treatment 4- NPI); eggs
inoculated in allantoidal cavity with placebo (Treatment 5-CAC) or Salmonella
Enteritidis (Treatment 6- CAIl). Immediately after inoculation, the eggs were
hatched and embryo mortality was evaluated after 96, 432 and 528 hours. The
qualitative results were analyzed by non-parametric tests of chi-square and
Kruskall-Wallis. The incubation parameters were not affected when the
pathogen was inoculated in eggshell. It was observed that Salmonella
Enteritidis inoculated in allantoidal cavity determined late embryo mortality in
fast 17,02% and slow growing 13,04% lines, and eggs inoculated in allantoidal
cavity originated chicks with high frequency of intestinal colonization by
Salmonella Enteritidis of 76,67% and 26,67% Ross and ISA Label, respective.

Key words: embryo mortality, ISA Label, pathogen, Ross, sanitizers.

INTRODUCAO

Um ovo fertilizado conttm um embrido em fase inicial de
desenvolvimento, protegido pela casca, sendo esta, portanto, a principal linha
de defesa do blastoderme contra o desafio do meio ambiente (GONZALES &
CAFE, 2003).

Os ovos podem se contaminar com Salmonella como resultado da
infeccdo do tecido reprodutivo da galinha durante a formacéo do foliculo da
gema e/ ou formacédo do albume no oviduto, antes da formacé&o da casca,
resultando em transmissao vertical. Os ovos contaminam-se também apos a
formacdo da casca, durante a passagem pela cloaca ou pelo contato com as
fezes na cama, no material de ninho, maos do tratador, 4gua, bandejas, cama,
piso ou em qualquer local contaminado, inclusive incubatérios, caracterizando-
se a transmissao horizontal (HUMPREY, 1994; MIYAMOTO et al., 1997; COX
et al., 2000; GUSTIN, 2003; PATRICIO, 2003).

O ovo € um meio propicio para desenvolvimento de microrganismos
e possui barreiras intrinsecas de defesa contra a sua multiplicacdo. A cuticula
formada por uma camada delgada de glicoproteina que reveste a casca e
protege 99% dos poros em curto periodo. A penetragdo de bactérias é limitada

pela casca, que se constitui em barreira fisica, pelas membranas da casca, que
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servem como filtros e retém os microrganismos e o albume que possui
mecanismos quimicos e fisicos que impedem a multiplicacdo e o deslocamento
bacteriano (BOARD & TRANTER, 1986; MORRIS, 1990).

Essa protecdo € importante, pois de acordo com BAYLE et al.
(1998), um unico ovo contaminado com Salmonella na incubadora pode
disseminar a bactéria no ambiente. Todas as fontes potenciais de
contaminacgao sao importantes, mas o ovo feértil € critico na cadeia de producao
(LEITAO, 2001).

A porosidade, qualidade da cuticula, espessura da casca, rachadura
e trincas favorecem a penetracdo bacteriana no ovo (SONCINI &
BITTENCOURT, 2003). No entanto, a penetracdo pode ocorrer em o0vOS
integros antes do estabelecimento cuticular protéico. A contaminacdo externa
da casca de um ovo integro pode resultar no estabelecimento da infeccéo
durante a incubacéao (BOARD, 1968).

GAST (1997) descreveu que a penetracdo da Salmonella na casca
do ovo e na membrana da casca pode resultar em transmissdo direta do
agente para o embrido em desenvolvimento ou expor o pinto durante a
eclosdo. Porém, esses valores sdo baixos, como constatado por WILDING &
BAXTER-JONES (1985), quando isolaram Salmonella de um entre 10.000 ovos
examinados.

Métodos de desinfeccdo quimica dos ovos procuram reduzir o
ndamero de microrganismos da casca e devem ser realizados imediatamente
apos a coleta (MARQUES, 1994). Embora possa ocorrer contaminacdo dos
ovos apos esta higienizacdo foi demonstrado que o manuseio de ovos
comerciais pode propiciar um alto nivel de contaminacdo com Salmonella
Enteritidis e que o embandejamento manual dos ovos € um ponto de
recontaminacdo (HENZLER et al., 1999; SONCINI & BITTENCOURT, 2003).

Neste estudo, foram avaliados os efeitos dos compostos
quaternarios de amonia na eliminacdo de Salmonella Enteritidis fagotipo 4
(PT4) inoculada na casca de ovos sanitizados e na sua capacidade de
penetracdo através da casca. Avaliaram-se ainda, os efeitos da Salmonella
Enteritidis inoculada na casca néo sanitizada e na cavidade alantéide quanto a

habilidade de migrar para outros componentes dos ovos e de alterar os indices
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de incubacdo, de determinar mortalidade embrionaria e de infectar o trato
gastrintestinal dos pintos ao nascimento de duas linhagens de frango de corte.
MATERIAL E METODOS

Locais

Foram realizados dois experimentos variando apenas as linhagens
de frango estudadas, o primeiro com ovos de frangos de crescimento rapido
(Ross) e o segundo com ovos de aves de crescimento lento (ISA Label,
“pescoco pelado”).

Os experimentos foram conduzidos no Setor de Doencas de Aves e
no Laboratério de Bacteriologia do Departamento de Medicina Veterinaria da
Escola de Veterinaria (EV) da Universidade Federal de Goias (UFG).

Experimentos

Foram utilizados 302 ovos férteis da linhagem Ross e 290 da

linhagem ISA Label obtidos de matrizes de 42 e 36 semanas de idade,
respectivamente, provenientes de duas granjas localizadas na regido Centro-
Oeste, Brasil. Nestas granjas, o controle de Salmonella sp., era realizado
rotineiramente analises de residuos de incubacéao.
Os ovos foram transportados em condicdes ambientais ao laboratério de
doencas de aves, onde foram pesados, identificados e distribuidos em seis
tratamentos, sendo quatro submetidos a inoculacdo pelo manuseio e dois pela
cavidade alantoide, assim discriminados:

Tratamento 1 (PC) - constituido de 50 ovos da linhagem Ross e 48
ovos da ISA Label. Aproximadamente quatro horas apés a coleta e chegada ao
laboratério fez-se a pulverizacdo dos ovos com um composto derivado de
quaternaria de amoénia, na concentracdo de 1 000 ppm. Os ovos foram
mantidos em temperatura ambiente, em torno de 18 horas, até o0 momento de
serem inoculados. Foram inoculados na casca com 0,1 mL de solug&o salina,
tamponada e esterilizada a 0,85% (placebo), constituindo-se assim o grupo
controle (PC) do tratamento pulverizado e inoculado com a Salmonella
Enteritidis PT4 (PI).
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Tratamento 2 (PI) - constituido de 50 ovos da linhagem Ross e 48
da ISA Label que foram pulverizados com compostos derivados de quaternaria
de amoénia na diluicdo de 1000ppm, mantidos nas mesmas condi¢cdes do
tratamento 1(PC) e inoculados na casca com 0,1mL de solucéo salina a 0,85%
contendo aproximadamente 1,5 X 10? unidades formadoras de colénia -
UFC/mL de Salmonella Enteritidis PT4.

Tratamento 3 (NPC) - constituido de ovos ndo pulverizados, sendo
50 da linhagem Ross e 48 ovos da ISA Label. Os ovos foram mantidos por 18
horas a temperatura ambiente e inoculados com 0,1 mL de placebo na casca -
grupo controle do NPI.

Tratamento 4 (NPI) - composto de ovos nao pulverizados e
inoculados, sendo 50 da linhagem Ross e 48 ovos da ISA Label. Os ovos foram
mantidos a temperatura ambiente por 18 horas e inoculados na casca com
0,1mL de solucéo salina a 0,85%, tamponada, contendo 1,5 X 102 UFC/mL do
patogeno.

Tratamento 5 (CAC) - constituido de 50 ovos da linhagem Ross e 48
ovos da ISA Label, mantidos a temperatura ambiente por 18 horas, e
inoculados no albume, denominado em todo o trabalho de cavidade alantéide,
com 0,1mL do placebo. Constituiu-se assim o grupo controle dos ovos
inoculados com o patdgeno na cavidade alantéide (CAl).

Tratamento 6 (CAl) - constituido de 50 ovos da linhagem Ross e 48
ovos da ISA Label ndo pulverizados, mantidos a temperatura ambiente por 18
horas, e inoculados na cavidade alantéide com 0,ImL de solug¢do salina,
tamponada a 0,85% contendo 1,5 X 10° UFC)/mL de Salmonella Enteritidis
PT4.

Com 24 horas de incubacgéo, dois ovos de cada tratamento foram
retirados e submetidos a andlise bacteriologica.

Ovoscopia

Cada ovo foi examinado por ovoscopia apos 96h e 438h de
incubacédo. Os ovos que ndo apresentaram embrides viaveis foram retirados do
processo e analisados quanto ao periodo de mortalidade embrionaria e dois,

por tratamento, encaminhados para andlise bacteriolégica.
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Aos 19 dias de incubacéo, os ovos foram colocados em embalagens
individuais para se obter o peso de cada pinto em relacdo ao ovo.

Embriodiagnéstico

O embriodiagnostico foi realizado quebrando ovo por ovo pela
metade e vertendo o conteddo em uma placa de Petri. O periodo da
mortalidade foi anotado em fichas proprias. Leu-se como infértil o ovo com um
denso ponto branco; férteis e mortos até quatro dias (mortalidade precoce);
férteis e mortos de cinco até 18 dias (mortalidade intermediaria); férteis e
mortos de 19 a 22 dias (mortalidade tardia).

Dois ovos por subgrupo, as 96h, 432h e 528h de incubacao foram
colhidos para pesquisa e quantificacdo da Salmonella Enteritidis na casca, nas
membranas da casca, na gema/saco da gema, assim como nos
albumes/liquidos da cavidade alantéide e nos embrides (a partir de 15 dias de

incubacéo).

Rendimento de incubacéo

A eclodibilidade de ovos férteis foi calculada pelo nimero de ovos
eclodidos multiplicado por 100, dividido pelo namero de ovos férteis. A
eclodibilidade total foi calculada pelo nimero de ovos eclodidos multiplicado
por 100, dividido pelo nimero de ovos totais incubados. A fertilidade foi
calculada pelo numero de ovos fertilizados multiplicado por 100, dividido pelo

numero total de ovos.

Andélise do mecodnio

Apbés a eclosdo, os pintos provenientes de ovos inoculados e
controles foram pesados e o meconio foi colhido por swab cloacal ou por
compressao na regiao dorso-ventral dos cecos. Empregou-se a metodologia de

analise bacteriologica descrita em BRASIL (1999).

Preparacédo do inéculo
O in6culo foi preparado com Salmonella Enteritidis PT 4 isolada de

amostras oriundas de frangos de corte cedida pela Prof® Dra. lolanda Aparecida
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Nunes, da Escola de Veterinaria da Universidade de Goias. A concentracdo do
inéculo foi de 1,5 x 10* UFC/mL, conforme descrito em BRADSHAW et al.
(1990).

Para obtencdo do inoculo a cepa foi repicada em agar verde
brilhante e incubada a 37 °C, por 18-20h. Em seguida, as células foram
suspensas em solucdo salina tamponada a 0,85%, mantidas a 4 °C e
concentracdo de 1,5 x 10° UFC/mL ajustada com auxilio da escala de Mac
Farland (FERNANDEZ et al., 2001). A concentracdo foi confirmada pelo
plagueamento das diluicdes decimais seriadas em agar verde brilhante, com

posterior incubacéo a 37 °C e contagem das UFC de Salmonella.

Inoculacéo dos ovos

Todos os procedimentos de inoculacdo foram realizados com
material esterilizado e em Camara Asséptica com grau de seguranca nivel Il
Os ovos dos tratamentos Pl e NPI foram expostos aos in6culos de Salmonella
Enteritidis PT 4 por contato com as maos revestidas com luvas descartaveis,
simulando possivel contaminacdo cruzada apés o processo de sanitizacdo dos
OVOS.

Cada luva foi umedecida com 0,1 mL de uma solu¢do salina
tamponada a 0,85%, contendo 1,5 X 102 UFC/ mL. Com auxilio de uma seringa
de tuberculina, 0,1 mL da solucéo foi depositada nas maos revestidas com as
luvas. Cada ovo embrionado foi mantido por um periodo de 20 segundos nas
maos contaminadas, sendo sua superficie totalmente molhada pela solucéo.
Imediatamente apds a inoculacdo os ovos foram encaminhados as
incubadoras. O mesmo procedimento foi realizado com os tratamentos
controles PC e NPC, empregando-se solugéo salina a 0,85%.

Os ovos dos tratamentos CAC e CAI foram inoculados na cavidade
alantoide. Inicialmente, cada ovo foi desinfetado com uma solucéo de tintura de
iodo a 10% no local da perfuracdo da casca. O ovo foi perfurado com auxilio de
uma furadeira com broca de calibre 15 mm na regido da camara de ar.
Inoculou-se, com auxilio de uma seringa de tuberculina de 1 mL, 0,1 mL de
uma solucdo salina a 0,85%, tamponada e esterilizada, contendo 1,5 X 102

UFC por mL A agulha, de calibre 12,7 X 0,33 mm, foi introduzida na camara de
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ar e o conteudo colocado na cavidade alantéide, num angulo aproximado de
30°%. Apds a inoculacdo, os orificios foram vedados com parafina e os ovos
transferidos para a incubadora.

Os ovos do grupo controle foram submetidos aos mesmos
procedimentos empregando solugao salina a 0,85%, tamponada e esterilizada
(placebo). Os ovos inoculados e controles foram encaminhados imediatamente
para incubadoras, de viragem automatica a cada quatro horas onde a
temperatura foi ajustada para 37,5 °C e a umidade relativa para 60%. A

temperatura e a umidade foram registradas duas vezes ao dia.

Enumeracéo e Pesquisa de Salmonella
a)Preparacdo das amostras
Imediatamente apds a ovoscopia, dois ovos de cada tratamento
foram retirados, colocados em sacos esterilizados e mantidos a 4 °C por um

periodo maximo de 24h quando foram processados.

Com tesouras e pincas esterilizadas, a casca foi cuidadosamente
quebrada e fragmentos foram colocados em placas de Petri para a pesagem
de 0,5 g em balanca com precisdo de 0,001 g. Apdés a pesagem, as
amostras foram transferidas para tubos de ensaio de 14x140 cm contendo

4,5 mL de caldo selenito cistina (CS).

O contetdo do ovo foi vertido em outra placa, deixando o albume
e o liquido alant6ide escorrer o maximo possivel. As membranas externas e
internas foram retiradas e transferidas para uma terceira placa. Pesaram-se
0,5 g do conjunto de membranas que imediatamente foram transportados
para um tubo de ensaio de 14x140 cm contendo 4,5 mL de CS. Com auxilio
de pipetas volumétricas de 1mL, 0,5 mL do albume ou liquido alantéide,
assim como 0,5 mL do conteido da gema ou do saco vitelinico foram

transferidos para tubos de ensaio de 14x140 cm contendo 4,5 mL de CS.

O mesmo procedimento foi realizado com os embrides, depois de

separa-los de seus anexos e com 0 meconio.
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b) Quantificagdo e identificagdo de Salmonella

A quantificagdo do patdgeno foi realizada de acordo com a técnica
de BRADSHAW et al. (1990) com modificagbes. Por¢oes de 0,5 g da casca
e 0,5 g do conjunto de membranas da casca dos ovos foram pesadas
separadamente e colocadas em 4,5 mL de CS. Diluicdes decimais seriadas
sucessivas foram realizadas até 107 utilizando-se agua peptonada a 0,1%.
Realizaram-se plagueamentos, em duplicata, de 0,1 mL de diferentes
diluicdes em agar MacConkey, agar verde brilhante e agar Hektoen os quais

foram incubados a 37 °C por 24 h.

A leitura foi realizada selecionando-se e contando as unidades
formadoras de colénias com caracteristicas morfolégicas de Salmonella. Os
tubos inoculados contendo CS também foram incubados a 37 °C por 24h e,
caso ndo houvesse crescimento sugestivo de Salmonella nos meios de agar
verde brilhante e de Hektoen, aliquotas do caldo foram transferidas para os
meios seletivos, incubados a 37 °C por 24h e registrados com crescimento
<10 x 10°. De trés a cinco unidades formadoras de colénias por placa foram
transferidas para tubos contendo o triplice acucar ferro (TSI), os quais foram
incubados a 37 °C por 24 h.

Tubos de TSI com crescimento sugestivo de Salmonella foram
submetidos ao teste da urease, producdo do indol, vermelho metila,
motilidade, teste do malonato e lisina descarboxilase. Aqueles que
apresentaram reacfGes bioquimicas compativeis com Salmonella foram
submetidos ao teste sorolégico com soro polivalente anti-O de Salmonella.
Amostras positivas a sorologia foram remetidas a Fundag¢do Osvaldo Cruz

(FIOCRUZ) para confirmac¢éo do sorovar isolado.

Anélises estatisticas
O teste ndo paramétrico do qui-quadrado (X?) foi empregado para
avaliar a frequéncia da mortalidade embrionaria, rendimento de incubacéo e de
pintos nascidos infectados. Para avaliar o efeito dos compostos quaternarios de

amonia na casca quanto a presengca da Salmonella Enteritidis nas duas
linhagens, utilizou-se o teste do Kruskal - Wallis (SAMPAIO, 1998).
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RESULTADOS

Experimento 1 - Linhagem de crescimento rapido-Ross
Visualiza-se na Figura 1, que, os tratamentos ndo apresentaram
diferencas significativas para as variaveis de fertilidade para a linhagem Ross.
O mesmo aconteceu com a eclodibilidade total e a eclodibilidade de ovos
férteis dos ovos sanitizados controle (PC), e inoculados (PI), em relacdo aos

nao sanitizados.
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B eclo férteis 93,47 84,78 89,36 83,33 84,74 68,01
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m fertilidade 96 26 o8 100 o6 o8
tratamentos

*Letras diferentes nas colunas de mesma cor indicam diferenca (P< 0,05); pc=ovos pulverizados inoculados
na casca com placebo, pi=ovos pulverizados na casca inoculados com Samonella Enteritidis(SE), npc=ovos
nao pulverizados inoculados na casca com placebo, npi=ovos nao pulverizados inoculados na casca com SE,
cac=ovos inoculados na cavidade alant6ide com placebo, cai=ovos inoculados na cavidade com SE

FIGURA 1 —Rendimento da incubacéo segundo os tratamentos na Ross

Quando se analisa a inoculagdo via casca, ndo se observa diferenca
(P>0,05) entre os agentes inoculados nos diferentes tratamentos. Para
inoculacdo pela via alantoide (CAl), nota-se menor eclodibilidade total e dos

ovos férteis (P<0,05) em relacdo aos ovos inoculados via casca.
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tratamentos

Letras diferentes em colunas da mesma cor indicam diferengas significativas (P<0,05); pc=ovos pulverizados
inoculados na casca com placebo, pi=ovos pulverizados na casca inoculados com Samonella Enteritidis (SE),
npc=ovos ndo pulverizados inoculados na casca com placebo, npi=ovos nao pulverizados inoculados na
casca com SE, cac=ovos inoculados na cavidade alantéide com placebo, cai=ovos inoculados na cavidade
alant6ide com SE

FIGURA 2 —Mortalidade embrionaria em funcéo dos tratamentos.

Quando Salmonella Enteritidis foi inoculada via cavidade alantdide
(CAl), a mortalidade tardia e a acumulada se manifestaram de forma diferente
(P<0,05) em relacdo aos demais tratamentos (Figura 2). No entanto, a
mortalidade precoce e as intermediarias nao diferiram (P>0,05) entre os
tratamentos.

Analisando os valores das UFC (Tabela 1), observa-se que
Salmonella Enteritidis esteve presente (P>0,05), durante o processo de
incubagéo, tanto nos tratamentos onde o0s ovos foram sanitizados como
naqueles nao sanitizados. Ap6s 528h de incubacdo, ocorreu maior
multiplicagdo da Salmonella Enteritidis, sendo que, nos ovos sanitizados e
inoculados (PI), em duas amostras a Salmonella Enteritidis esteve presente no
albume e gema as 96h e 528h de incubac¢do. Ressalta-se que ndo ocorreu
recuperacdo da Salmonella Enteritidis em ovos férteis, durante o periodo de

incubacéo, nos grupos-controle.

TABELA 1 -Valores médios da contagem em log de Salmonella Enteritidis nos
componentes dos ovos, no periodo de incubacéo, submetidos ou
ndo a sanitizacdo com Compostos Quaternarios de Aménia

Componentes dos ovos Casca sanitizada Casca ndo sanitizada

Inoculada Inoculada

24h de incubacéo
UFC(log) UFC(log)
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Casca 0,903 1,716

Membranas 1,103 1,505
96h de incubacéo

Casca 1,653 3,191

Membranas 1,000 2,201
432h de incubacéo

Casca 0,301 1,000

Membranas A <10
528h de incubacao

Casca 6,778 3,447

Membranas 6,954 3,602

pi= sanitizada com CAQ e inoculado com a Salmonella Enteritidis (SE) ;npi = ndo sanitizada com CAQ e
inoculado com a SE; A= auséncia de UFC de SE, Valor K-Wallis p=7,810

Para a inoculagédo na cavidade alantoide, que simula a transmissao
vertical, notou-se que a maioria das amostras e estruturas analisadas foi
positiva para Salmonella Enteritidis, mostrando que esta se manteve e
disseminou para todos os componentes do ovo desde o inicio da incubacéo.
Salmonella Enteritidis se manteve viavel (P<0,05) em 5/8 (62,50%) das cascas
sanitizadas e em 7/8 (87,5%) das nao sanitizadas (Tabela 2). Em 1/8 (12,50%)
e 3/8 (37,50%) das amostras dos tratamentos que foram inoculados nas
cascas, sanitizadas e ndo sanitizadas, com a Salmonella Enteritidis (P1) e (NPI)

0 patdgeno migrou para a cavidade alantéide (P<0,05).

TABELA 2 - Frequéncia de isolamento de Salmonella Enteritidis nos
componentes de ovos férteis durante a incubacao.

Componentes dos ovos casca Cavidade
sanitizada -pi ndo sanitizada-npi cai
n° % n° % n° %
Cascas e membranas 5/8 62,502 7/8 87,50b 7/8 87,50b
Albume/Liquido alant6ide 1/8 12,502 3/8 37,50b 718 87,50c
Gema / saco vitelinico 1/8 12,502 1/8 12,502 718 87,50b
Embrides Ya 25,00 2/4 50,00 4/4 100,00

letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05); pi= sanitizada com CAQ e
inoculado com a Salmonella Enteritidis (SE) ;npi = ndo sanitizada com CAQ e inoculado com a SE;
CAl=inoculado na cavidade alant6ide com a SE

Por outro lado, na comparagdo com 0s 0vos que receberam o agente
infeccioso na cavidade alantéide, notou-se a diferenca (P<0,05) em relacdo aos
inoculados na casca, mostrando que a bactéria por esta via migrou para os
componentes dos ovos com mais facilidade do que quando inoculados na
casca sanitizada ou nao.

Verifica-se na Tabela 3 que a relacdo ovo/pinto esteve entre 67,74%

e 72,14% , porém sem diferenca (P>0,05) entre os diferentes tratamentos.
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TABELA 3- Relacdo peso médio do ovo / peso médio segundo os tratamentos
e a vias de inoculacao de pintos Ross

Cascas nao sanitizadas

Tratamentos Cascas sanitizadas Cavidade alantoide
Controle Inoculada controle Inoculada  controle Inoculada
Peso ovo 65,83 71,72 66,07 67,65 66,80 66,52
Peso pinto 47,37 48,18 47,66 45,68 46,86 46,39
Relacdo (%) 71,96 67,18 72,14 76,52 70,15 69,74

Os ovos inoculados com Salmonella Enteritidis na casca, sanitizada
ou nao, apresentaram diferenca (P<0,05) em relacdo ao numero de pintos
nascidos com colonizacao intestinal positiva (Tabela 4), o sanitizante reduziu a
contaminacdo dos mecénios. Também, houve diferenca (P<0,05) quando a
inoculacao foi via alantéide, simulando a contaminacdo durante formacédo do
ovo, com o0s tratamentos que simularam a transmisséo horizontal, via casca,
tanto dos ovos sanitizados quanto dos ovos nao sanitizados.

TABELA 4 - Resultado bacteriolégico dos swabs de meconios de 180 pintos
com 15h de nascimento oriundos de ovos experimentalmente
inoculados na casca e na cavidade alantoide.

Tratamentos Examinados Positivos

n° n° %
Casca sanitizada — Pl 30 09 30,00a
Casca ndo sanitizada -NPI 30 15 50,00b
Inoculagéo cavidade-CAl 30 23 76,67C
total pintos / inoculados 90 47 52,22
total pintos/ controles 90 0 0

*letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca de P<0,05

Experimento 2 - linhagem de crescimento lento- ISA Label

A eclodibilidade total e de ovos férteis sanitizados e ndo sanitizados
nao apresentaram diferenca significativa (Figura 3). Contudo, quando se
avaliou a via de inoculagdo, observou-se diferenca (P<0,05) entre as variaveis
de eclodibilidade tanto dos ovos férteis como totais. Ocorreu uma menor

eclodibilidade (P<0,05) quando o patdgeno foi o in6culo utilizado.
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Letras diferentes nas colunas de mesma cor indicam diferencas significativas (P<0,05); pc=ovos pulverizados inoculados na
casca com placebo, pi=ovos pulverizados na casca inoculados com Samonella Enteritidis (SE), npc=ovos néo pulverizados

inoculados na casca com placebo, npi=ovos néo pulverizados inoculados na casca com SE, cac=ovos inoculados na cavidade
alantéide com placebo, cai=ovos inoculados na cavidade alant6ide com SE

FIGURA 3- Rendimento de incubacdo em funcdo dos tratamentos na ISA Label

As frequéncias de mortalidade embrionéria (Figura 4) entre os

tratamentos durante a incubacao PC, PI, NPC, NPl e CAC nao foram diferentes

(P>0,05). Todavia, a frequéncia da mortalidade ocorrida no grupo CAI

apresentou diferencas (P<0,05) em relacdo ao controle e demais tratamentos.
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O precoce 4,34 2,17 4,25 6,25 2,17 2,12
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O tardia 2,17 8,7 4,25 6,25 8,51 17,02
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Letras diferentes nas colunas de mesma cor indicam diferencas significativas (P<0,05); pc=ovos pulverizados
inoculados na casca com placebo, pi= pulverizados na casca inoculados com Samonella Enteritidis (SE), npc = ovos
ndo pulverizados inoculados na casca com placebo, npi= ndo pulverizados inoculados na casca com SE, cac=0vos
inoculados na cavidade alantéide com placebo, cai= inoculados na cavidade alantéide com SE

FIGURA 4- Mortalidade embrionaria em funcdo dos tratamentos




22

Analisando os resultados da contagem de Salmonella Enteritidis
(Tabela 5), observou-se que esta esteve presente tanto na incubacao dos ovos
sanitizados como dos nao sanitizados. O patogeno foi isolado da casca e das
membranas da casca do grupo dos ovos sanitizados e ndo sanitizados as 24h
de incubacao.

Mesmo 0s ovos sanitizados e, posteriormente, inoculados com
Salmonella Enteritidis, a solucdo de quaternaria de amoénia (1000 ppm) néo
impediu a penetracdo do patégeno e ndo evitou a contaminacdo dos ovos.
Houve um aumento da popula¢gdo do patdégeno na casca e nas membranas ao
final da incubacéo nos ovos sanitizados.

Ressalta-se que nos tratamentos controles a Salmonella Enteritidis

nao foi isolada nos componentes dos ovos examinados.

TABELA 5 -Valores médios da Contagem em log de Salmonella Enteritidis nos
componentes dos ovos, no periodo de incubacdo, submetidos ou
ndo a sanitizacdo com Compostos Quaternarios de Aménia na

ISA Label
Componentes dos Casca sanitizada Casca ndo sanitizada
0vos Inoculada-PI Inoculada-NPI
24h de incubagéo
UFC(log) UFC(log)
Casca 1,000 1,518
Membranas A A
96h de incubacéo
Casca 0,854 A
Membranas <10 <10
432h de incubacéo
Casca A <10
Membranas <10 1,301
528h de incubacéao
Casca 5,146 A
Membranas 4,041 A

Valor de K-Wallis=7,810 (A) = auséncia de UFC da Salmonella Enteritidis

De acordo com a Tabela 6, Salmonella Enteritidis manteve-se viavel

em 3/8 (37,50%) das cascas sanitizadas e em 5/8 (62,50%) das né&o
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sanitizadas. Em 1/8 (12,50%) e 2/8 (25,00%) das amostras examinadas dos
tratamentos Pl e NPI, respectivamente, o patdgeno migrou para o liquido
alantéide. E em 1/8 (12,50%) das cascas sanitizadas e néo sanitizadas, o
patdgeno atingiu o saco vitelinico. Entretanto, as diferencas registradas entre

0s tratamentos sanitizados e ndo sanitizados n&o foram significativas.

TABELA 6 -Frequiéncia de isolamento de Salmonella Enteritidis nos
componentes de ovos férteis durante a incubacao.

Vias de Inoculacéo

Componentes dos ovos  Casca sanitizadae  Casca ndo sanitizada e Cavidade

inoculada inoculada alantéide

n° % n° % n° %
Cascas e membranas 3/8 37,50 5/8 62,50 5/8 62,50
Liquido alantoide 1/8 12,50a 2/8 25,00a 7/8 87,50b
Gema / saco vitelinico 1/8 12,50a 1/8 12,50a 5/8 87,50b
Embribes 1/4 25,00 0/4 0,00 2/4 50,00

*letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05)

Quando se compara com o0s tratamentos nos quais 0S 0vVO0S
receberam o agente infeccioso na cavidade alantéide (CAI) notou-se diferenca
(P<0,05) em relagdo aos grupos inoculados na casca. Portanto, a bactéria
nesta via suplantou as defesas dos ovos com maior facilidade do que quando
inoculada na casca.Os quatro embrides de ovos ndo sanitizados nao foram
atingidos (Tabela 6).

A relacdo de peso ovo/pinto (Tabela 7) se situou entre 65,85% e
72,53%, identificando uma menor relacéo dos inoculados na cavidade alantoide

Salmonella Enteritidis.

TABELA 7 - Relacao peso médio do ovo / peso médio dos pintos segundo 0s
tratamentos e a vias de inoculacdo de pintos ISA Label.

Cascas Cavidade

Sanitizadas N&o sanitizadas alantoide
Tratamentos PC Pl NPC NPI CAC CAl
Peso ovo 61,95 62,10 61,54 62,50 62,30 62,90
Peso pinto 4453 44,44 44,64 44 55 44,35 41,42
Relacdo (%) 71,32 71,56 72,53 71,28 71,19 65,85

Os ovos inoculados com Salmonella Enteritidis na casca, sanitizados
ou nao (Tabela 8), originaram 6,67% e 10,00% de pintos nascidos com
colonizagdo intestinal positiva (P>0,05), respectivamente. Porém, 0s ovos

inoculados na cavidade alantéide, simulando a transmissdo vertical,
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apresentaram 26,67% de mecoOnios positivos. As frequéncias de isolamentos
positivos entre pintos oriundos de ovos inoculados na casca e cavidade

alantéide foram diferentes (P<0,05).

TABELA 8 - Resultado bacteriolégico dos mecénios de 180 pintos ap6s 15h de
nascimento para a Salmonella Enteritidis

Tratamentos Examinados Positivos
n° n° %
Casca Pulverizada Inoculada -Pl 30 2 6,67%*
Casca ndo pulverizada inoculada-NPI 30 3 10,00a
Cavidade alantéide Inoculada -CAl 30 8 26,67b
Total de pintos / inoculados 90 13 14,45
Total de pintos / controles 90 0 0

*|letras diferentes na mesma coluna indicam diferen¢a de P<0,05

DISCUSSAO

A producdo de pintos saudaveis € um dos principais objetivos dos
incubatérios. No presente ensaio, 0S 0vos apresentaram alto indice de
fertilidade em todos os tratamentos e linhagens, ou seja, acima de 95%. Dentre
0s parametros de incubacéao avaliados, a fertilidade € um dos mais importantes,
sendo aceitavel uma taxa de 90% de fertilidade (HEIR & JARP, 2001). Os
pesos médios dos ovos incubados foram de 60 a 74g estando de acordo com
PATRICIO (2003). O pinto ao nascer representa 65 a 72% do peso do ovo.
Neste sentido, embora os ovos tenham sido inoculados na casca e cavidade
alantdide antes de serem incubados, os dados estdo de acordo com as
condicbes normais do processo de incubacéo artificial, sugerindo que a
inoculacao nao interferiu na relagéo ovo / pinto.

A eclodibilidade total e dos ovos férteis inoculados na casca néo foi
afetada pela Salmonella Enteritidis tanto na linhagem Ross como na ISA Label,
embora o agente infeccioso estivesse presente durante todo o processo.
Experimentos anteriores também ndo indicaram efeito de Salmonella
Typhimurium (CASON et al.,, 1994) e Salmonella Enteritidis (LISTER, 1988)
para os indices de incubacao.

Por outro lado, a eclodibilidade foi afetada quando a via de

inoculacdo foi a cavidade alantoide Ao final da incubagédo, a Salmonella
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Enteritidis propiciou aumento da mortalidade embrionaria (P<0,05) para as
linhagens Ross e ISA Label de 17,02% e 13,04%, respectivamente, 0 que
resultou naturalmente em menores taxas de eclodibilidade de ovos férteis
(68,01% e 67,39%) e de ovos totais (64% e 65,69%) para aves Ross e ISA
Label. As salmonelas foram provavelmente inibidas e algumas mortas pelas
substancias antibacterianas do ovo (lisozimas e ovotransferrinas) e ao final da
incubacdo entraram em fase log o que determinou mortalidade de 17,02% e
13,04% para as linhagens Ross e ISA Label, respectivamente.

Considerando que a bactéria foi depositada no albume no inicio da
incubacdo e este componente apresenta baixo teor de ferro, mas suficiente
para permitir o desenvolvimento de quatro geracdes de Salmonella Enteritidis a
25 °C. (CLAY & BOARD, 1991). Quando a reserva de ferro se esgota, a
bactéria entra na fase lag (HUMPHREY, 1994) e por algum fato nas ultimas
horas de incubagéo entrou em fase log.

A bactéria inoculada tanto na casca sanitizada como n&o sanitizada
permaneceu viavel durante todo o periodo de incubacdo. O patégeno manteve-
se em baixos niveis de unidades formadoras de coldnias no inicio do processo,
mas ao final notou-se aumento da populacao bacteriana. Este achado discorda
de WILLIAM & DILLAR (1968) que relataram que o desenvolvimento
embrionario torna o ambiente desfavoravel para multiplicacdo bacteriana. Altos
ndameros de unidades formadoras de col6nias na casca e nas membranas,
neste estudo, podem ser explicados pelo tempo entre a morte embrionéaria e a
coleta das amostras(528h).

A sanitizacdo dos ovos com compostos quaternarios de amonia
(1.000ppm) e posteriormente inoculagdo com a Salmonella Enteritidis n&o
impediu a contaminacdo da casca e a sua penetracdo nas membranas da
casca. Do mesmo modo, HIMATHONGKLHAM et al. (1999) contaminaram
experimentalmente cascas de ovos com Salmonella Enteritidis e
posteriormente promoveram a desinfeccdo com varias substancias quimicas.
Estes pesquisadores concluiram que os desinfetantes utilizados ndo foram
eficientes para descontaminar a casca e a membrana da casca. Por outro lado,
MARTINEZ et al. (1999) esclareceram que a variagdo nos resultados de

eficacia destes compostos pode ser decorrente da concentragdo dos produtos.
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A concentragédo utilizada do sanitizante, no presente estudo, néo
destruiu completamente o patdgeno, pois na eclosdo observaram-se 30% e
50% de mecobnios positivos nos tratamentos inoculados na casca sanitizada e
nao sanitizada, respectivamente. BAYLE et al. (1992) demonstraram que um
anico ovo contaminado por Salmonella Enteritidis pode contaminar outros ovos
durante a eclosao e determinar a colonizacéo de outras aves por contaminacao
cruzada.

Verificou-se que, em todos periodos da incubacdo, ocorreu a
migracdo da Salmonella Enteritidis para as membranas das cascas,
independentemente do uso do sanitizante. Uma vez que o patdgeno atinge a
casca e as membranas, ndo ha mecanismo de elimina-lo e, em consequéncia,
ocorrerd a sua participacdo no processo de incubacdo com possibilidade de
contaminar os pintos ao nascimento.

SONCINI & BITTENCOURT (2003) afirmaram que a porosidade, a
qualidade da cuticula, a espessura da casca e a presenca de rachadura e
trincas sdo fatores que influenciam a penetracdo bacteriana no ovo.
HUTCHISON et al. (2003) apontaram varios fatores que aumentam a
sobrevivéncia das bactérias na superficie da casca ou que reduzem o0s seus
sistemas de defesa. Dentre esses, podem ser relacionadas as condi¢des
fisicas da cuticula e a integridade da casca, a presenca de agua na casca, a
concentragcdo de ferro na agua que entra em contato com o ovo e a presenca
de material organico. MESSENS et al. (2005), em artigo de revisdo, relataram
gue existem fatores extrinsecos e intrinsecos que podem afetar a penetracao
da Salmonella na casca. Dentre os extrinsecos, destacaram a cepa e a
concentracdo de bactérias, a temperatura, a umidade e a presenca de matéria
organica. Em relacdo aos intrinsecos, a cuticula, as caracteristicas da casca
(integridade, espessura, porosidade, defeitos) e propriedades das membranas.

Os mecanismos de defesa dos ovos foram suplantados em poucas
amostras quando a via de inoculacdo foi a casca. A bactéria permaneceu na
superficie e invadiu as membranas da casca na maioria das amostras, no
entanto, poucas amostras colonizaram o saco vitelinico, o liquido alantoide e,

ainda poucos embrides foram positivos para Salmonella Enteritidis.
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As membranas internas da casca sdo compostas de queratina, fibras
de mucina com albume nos intersticios e agem como filtros de microrganismos.
A ligacdo entre as membranas € descrita como ténue e com falhas, dispostas
de forma irregular, apresentando distancias entre elas que podem permitir a
permanéncia de bactérias que, pelo acesso a 4gua, podem se reproduzir e
destruir a fungdo das membranas principalmente quando se tem um indculo
bacteriano e os ovos s&o mantidos a 37 °C (NASCIMENTO & SALLE, 2003).

CASON et al. (1993) observaram que imediatamente apos a
inoculacdo de Salmonella, 100% das amostras da casca e membranas foram
positivas para o patégeno. Apdés 17 e 21 dias de incubagdo ocorreu uma
reducado de positividade para 38%, o que levou os autores a suspeitar de que a
bactéria morreu ou o numero reduziu-se a ponto de ndo ser detectado.
Segundo os autores, o ambiente da casca e membranas pode ser hostil ao
desenvolvimento bacteriano, dado que em 62% das amostras o patdgeno
desapareceu, mas ao mesmo tempo pode ser favoravel ao desenvolvimento
uma vez que alguns ovos proporcionaram contagem acima de 10° UFC de
Salmonella Typhimurium. Os mesmos autores comprovaram que muitas aves
adquirem a Salmonella de suas préprias cascas e membranas ao hascimento.
Os dados obtidos no presente trabalho referentes aos componentes dos ovos e
meconios 15h apds eclosdo confirmaram estes resultados.

Em relacdo a migracdo da Salmonella Enteritidis, ovos inoculados na
cavidade alantdide apresentaram diferencas significativas quando comparados
agueles inoculados na casca. Nesta via, 0 patdbgeno migrou para 0S
componentes dos ovos na maioria das amostras desde o inicio da incubacao.
Ha diferentes opinibes a respeito da presenca da bactéria no interior do ovo.
MULIARI & ZAVANELLA (1994) relataram que o albume ndo é um substrato
apropriado para o desenvolvimento da Salmonella Enteritidis, o que foi
confirmado por OLIVEIRA & SILVA (2000). Quando a bactéria penetra no ovo
atingindo o albume, pode se multiplicar por curto periodo de tempo, e de forma
rapida ser reduzida numericamente, pois os componentes do albume e o pH
séo desfavoraveis ao seu desenvolvimento (BOARD, 1968).

Constatou-se, em ambas as linhagens, diferenca significativa entre

as frequéncias de pintos positivos para o patdégeno inoculado na casca
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sanitizada em relacdo aos nao sanitizados e aos inoculados na cavidade
alant6éide ao avaliar-se o0 numero de pintos positivos para Salmonella
Enteritidis. Tal resultado indica que os pintos se infectaram em momentos
diferentes. No caso dos ovos inoculados na casca, provavelmente, ocorreu a
infec¢ao na incubadora durante a eclosao, dados que concordam com CASON
et al. (1993) e BAYLE et al. (1998).

Ja no caso da inoculacao pela cavidade alantoide, verificou-se que a
bactéria esteve presente durante o periodo de incubacdo em fase lag. Ao final
da incubacéo, a bactéria passou a fase log por algum motivo, se disseminou no
organismo e determinou alta colonizag&o intestinal dos pintos que eclodiram.
De acordo com BOLELI (2003), por menor que seja o numero de ovos
contaminados nos nascedouros, a sobrevivéncia de bactérias patogénicas,
como as salmonelas, pode causar infeccdo das aves recém eclodidas no

processo de incubagao.

CONCLUSOES

Pode-se concluir que:

1. a sanitizacdo dos ovos com compostos de quaternarios de aménia na
concentragdo utilizada, ndo foram eficientes para eliminar a Salmonella
Enteritidis inoculada na casca e impedir sua migracdo para 0S
componentes dos ovos;

2. o rendimento de incubacdo foi influenciado pela inoculacdo da
Salmonella Enteritidis na cavidade alantéide;

3. Salmonella Enteritidis determinou alta mortalidade embrionaria tardia
nas linhagens Ross e ISA label quando foi simulada a infeccdo do
oviduto através da inoculacdo na cavidade alantoide;

4. a colonizacéo intestinal pelo patégeno ocorreu naqueles pintos oriundos
da inoculacdo experimental na casca e na cavidade alantoide;

5. a via que simulou a transmissdo vertical originou pintos com a maior

colonizacéo intestinal.
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CAPITULO 3- HISTOMORFOMETRIA DO TRATO GASTRINTESTINAL E

DESEMPENHO DE DUAS LINHAGENS DE FRANGO DE CORTE ROSS E

ISA LABEL PROVENIENTES DE OVOS INOCULADOS com Salmonella
Enteritidis FAGOTIPO 4

RESUMO: No presente estudo foram conduzidos dois experimentos utilizando
256 pintos, sendo 128 da linhagem Ross e 128 da ISA Label, nos quais 0s
objetivos fram avaliar os efeitos da Salmonella Enteritidis Fagotipo 4 “in ovo”
sobre a frequéncia de pintos infectados, alterac6es morfoldégicas da mucosa do
intestino delgado com um e 21 dias de idade e desempenho aos sete, quatorze
e 21 dias de vida. Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado,
fatorial 2x2 (vias versus agentes). Na linhagem Ross constatou-se que a
Salmonella Enteritidis inoculada na cavidade alantoide apresentou freqiéncia
de colonizacéo intestinal alta ao nascimento, que se reduziu com a idade. A
andlise histomorfométrica evidenciou com um dia de vida (15h de eclosao)
reducdo dos valores médios das alturas dos vilos (P<0,05) e maiores
profundidades de criptas (P<0,05) no duodeno e ileo. Aos 21 dias, evidenciou-
se altura média semelhante aos controles e maior profundidades de criptas
(P<0,05). Registrou-se ainda menor ganho de peso (P<0,05) aos 14 e 21 dias e
pior conversdo alimentar aos 14 dias. Os resultados das alturas dos vilos e
profundidades de criptas da linhagem ISA Label a eclosdo foram semelhantes
ao Ross, acrescentando-se que o jejuno manifestou aumento de profundidades
de criptas (P<0,05). Aos 21 dias ndo se observou diferenca significativa entre
0s parametros da mucosa intestinal avaliados, assim como ndo se notaram
diferencas significativas entre o ganho peso e converséo alimentar nas aves
inoculadas pela Salmonella Enteritidis na cavidade alantéide para o padrdo da
linhagem de crescimento lento durante o experimento. Pelos resultados obtidos
pode-se concluir que as alteracbes dos parametros histomorfométricos do
intestino foram mais pronunciados na linhagem Ross e promoveram menor
ganho de peso aos 14 e 21 dias do experimento. A ISA Label a eclosdo
apresentou maior injuria pela Salmonella Enteritidis, entretanto recuperou-se
mais rapidamente e este patégeno ndo promoveu alteracdes nos parametros
de producéo.

Palavras-Chave: converséo alimentar, frango de corte, incubacao, patégeno.

HISTOMORPHOMETRICAL OF GASTRINTESTINAL TRACT AND
PERFORMANCE OF BROILER ROSS AND ISA LABEL HATCHED FROM
EGGS INOCULATED WITH Salmonella Enteritidis PHAGOTYPE 4

ABSTRACT: Two experiments were carried out with 256 day-old chicks, 128
Ross and 128 ISA Label, in which the objectives were to evaluate the effects of
Samonella Enteritidis Fagotype 4 inoculated “in ovo” on frequency of infected
chicks, small intestinal mucosa morphological alterations with one and 21 days
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of age and performance at 7, 14 and 21 days of age. Chicks were allotted in a
completely randomized design in a factorial arrangement 2 x 2 (inoculation via
and treatments). On Ross line, Salmonella Enteritidis inoculated in allantoidal
cavity showed high frequency of intestinal colonization at hatch, but reduced
with age. The histomorphometrical evaluation indicated reduction in villus height
(P<0,05) and highest crypt depth in duodenum and ileum 15 hours after hatch.
At 21 days of age, villus height and crypt depth were similar for both control and
inoculated groups. The lowest performance (P<0,05) was observed at 14 and
21 days of age. Similar results for ISA Label line were observed for villus height
and crypt depth at hatch, but jejunum depth were higher for ISA Label in this
period (P<0,05). For this line, no difference was detected for the mucosa
variables evaluated, and performance was similar for both groups, control and
inoculated in allantoidal cavity at 21 days of age. It is possible to conclude that
the histomorphometrical parameters alterations were higher in Ross line and
reduced performance at 14 and 21 days of age. The ISA Label line was strongly
affected at hatch with Salmonella Enteritidis, but chicks recovered fastly which
resulted in non-altered performance results.

Key words: broiler, feed-to-gain ratio, incubation, pathogen

INTRODUCAO

Nos ultimos 15 anos as infeccdes paratificas tém sido priorizadas
como de alto risco para a producdo avicola nacional. Muito deste destaque se
relaciona com a importancia na saude publica dos sorovares Salmonella
Enteritidis e Salmonella Typhimurium presentes nas aves (SESTI, 2001).

A Salmonella Enteritidis é considerada como um dos mais Serios
patégenos para o homem e também para a indUstria avicola (SUZUKI, 1994).
O fagotipo 4 (PT 4), de maior circulagdo no Brasil, encontra-se entre as fontes
gue foram estudas por NUNES (1999) e SANTOS et al. (2003).

Em 2001, registraram-se 2.918 casos de infecgbes humanas, numa
populacdo de 5,4 milhdes de pessoas, atribuidas a sorotipos de Salmonella.
Apo6s um pico de infecgbes em 1997, observou-se reducdo a metade em 2002
devido ao efetivo controle efetuado em diferentes estagios de producéo
(FISCHER, 2002).

O trato gastrintestinal (TGI) possui uma caracteristica Unica entre 0s
diferentes tecidos do frango de corte. Apresenta a mais alta taxa de renovacao
de todos os tecidos do corpo (MACARI & MAIORKA, 2000). Embora esteja

completo anatomicamente a eclosdo, possui ainda desenvolvimento pos-
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eclosdo, pois a superficie de absor¢cdo e a proliferacdo de enterdcitos
aumentam (MORAN, 1985, FRIEDMAN et al., 2003) e as fun¢fes da absorcao
e digestdo podem ser afetadas (MAIORKA et al., 2002).

O desenvolvimento morfoloégico do intestino nas duas primeiras
semanas incluiu a diferenciacdo basica e a definicdo de criptas com aumento
da area de superficie de absorcgéo intestinal (ZHAO et al., 1998, SKLAN, 2001).
O frango de corte esta sujeito a uma série de fatores que podem alterar as
caracteristicas morfofuncionais da mucosa do TGI. Dentre os varios fatores que
parecem influenciar a cinética epitelial das mucosas, FOGACA (2001) citou a
composicdo da microbiota bacteriana, a motilidade intestinal, o suprimento
vascular, a nutricdo e a funcdo imunoldgica das células imunocompetentes da
mucosa.

O intestino é colonizado por complexa microbiota, que em conjunto
com o epitélio intestinal, age como uma barreira natural contra as bactérias
patogénicas e desempenha papel importante na digestdo de nutrientes e no
desenvolvimento do sistema imune. Lesdes por microrganismos, enterites
inespecificas e lesbes mecanicas, podem afetar o turnover celular e qualquer
alteracdo neste processo de crescimento € fator de inducdo de alteracdes
funcionais (NITSAN, 1995; MAIORKA et al., 2002).

DESMIDT et al. (1997) observaram a penetragdo da Salmonella
Enteritidis PT 4 através da parede intestinal em estagios iniciais da infeccédo. A
presenca da bactéria no organismo das aves ndo resultou necessariamente em
sinais clinicos. No entanto, a alta percentagem de pintos com colonizacao do
TGI na primeira semana pode resultar em alteracdes intestinais nos primeiros
dias de vida e modificar o desempenho, como verificado por ANDREATTI
FILHO & CROCCI (2002) para Salmonella Enteritidis que, em condicdes
experimentais, reduziu o ganho de peso. Anteriormente, BARROW (2000)
relatou que algumas disfuncdes do TGI por Salmonella podem ser notadas, as
quais tém sido caracterizadas pelo acimulo de alimentos e fluidos ao redor da
cloaca.

De acordo com BUTOLO (2001), a absor¢céo de nutrientes depende
da integridade do TGI e infec¢des intestinais ndo afetam igualmente todas as

aves de um lote.
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Além deste aspecto, parcelas de consumidores tém exigido
alimentos diferenciados, sem residuos quimicos, com seguranca sanitéria,
menos industrializados, produzidos de forma mais natural em consonancia com
o bem estar do animal, a preservacdo ambiental e a salde do homem. Esta
nova realidade tem dado impulso a criacdo em sistemas que eliminam a
utilizacdo de antibidticos e ingredientes de origem animal.

Para entender os processos fisioldgicos e a capacidade de absorcao
dos alimentos, os ensaios morfométricos tém sido utilizados como ferramenta
para avaliar o desenvolvimento da mucosa do TGI. Considerando a
possibilidade de bactérias lesionarem a mucosa intestinal e a escassez de
dados de literatura que corroborem a capacidade invasiva da Salmonella
Enteritidis PT 4 em aves de crescimento lento e rapido, a mensuracao dos
efeitos na histomorfometria do TGI, bem como a constatacdo da grande
circulacdo da Salmonella Enteritidis no estado (REZENDE, 2002; ROCHA et
al., 2003), propbs-se o presente trabalho.

O presente estudo avaliou a suscetibilidade de duas linhagens de
frango de corte proveniente de ovos inoculados na casca e cavidade alantoide
no momento da incubacdo a Salmonella Enteritidis PT 4 quanto a colonizacao
intestinal, a biometria, a morfohistometria intestinal, o ganho de peso e a

conversao alimentar.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no setor de Doencas de Aves,
nos Laboratorios de Bacteriologia e de Histopatologia do Departamento de
Medicina Veterinaria, no Isolamento do Hospital Veterindrio e Setor de
Reproducéo da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Goias (UFG).

Delineamento e Tratamentos
Foram conduzidos dois experimentos com frangos de corte, sendo
um com linhagem de crescimento rapido e outro de crescimento lento, criados

em sistemas de produc¢ao convencional ou alternativa.
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Foram utilizados 256 pintos de corte, sendo 128 da linhagem Ross
(Experimento 1) e 128 da linhagem ISA Label “pescogo pelado” (Experimento
2). As aves foram distribuidas de acordo com os tratamentos dos ovos
embrionados. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado e os
tratamentos distribuidos em esquema fatorial 2 x 2 (via de inoculacéo x agentes
inoculados).

Em ambos experimentos, o tratamento A; foi constituido por 32
pintos oriundos de ovos inoculados na casca com 0,1mL de uma solucdo
contendo 1,5 X 10? unidades formadoras de coldnia (UFC) de Salmonella
Enteritidis PT 4 e o grupo controle, A,, foi inoculado da mesma maneira, mas
com placebo (solucdo salina esterilizada tamponada a 0,85%). O Tratamento
B1 constituiu-se de 32 pintos inoculados na cavidade alantéide com 0,1mL com
a mesma solucéo do tratamento A; e o grupo controle, B, inoculado da mesma
maneira com o placebo.

Apds 0 nascimento, 0s grupos experimentais foram distribuidos em
cinco parcelas de seis pintos cada; alojados em baterias aquecidas de aco
galvanizado, equipadas com comedouros e bebedouros tipos lineares e
bandejas para a retirada de excretas. Cada bateria continha cinco andares. Foi
utilizada uma lampada incandescente de 60W por andar até os 21 dias de
idade. Agua e racéo foram disponibilizados ad libitum. A racéo vegetal a base
de milho e farelo de soja, sem antibiéticos promotores de crescimento, foi
elaborada segundo exigéncias nutricionais preconizadas por ROSTAGNO
(2000).

Com um (15 horas de nascidos), oito e 22 dias de vida, coletaram-se
0 mecdnio e/ou excretas de cada pinto por compresséo da regido dorso-ventral
da cloaca ou por swab cloacal.

As parcelas foram pesadas e cada ave recebeu um numero de
identificacdo colocado no tarso-metatarso. No primeiro, sétimo, 14° e 21° dias
de vida, os pintos foram pesados e duas aves, ao acaso, por grupo foram
encaminhadas para o Laboratorio de Doencas de Aves, onde permaneceram
em jejum por um minimo de seis e maximo de oito horas.

Os pintos foram pesados e sacrificados por secc¢éo interna dos vasos

do pescoco, necropsiados, o trato intestinal removido e pesado (g) e o
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comprimento da alga intestinal foi medido (cm). Todos os pesos obtidos foram
utilizados para calcular o peso relativo do intestino = (peso do érgao /100g
peso vivo) x 100, de acordo com GRIEVES (1991).

Apos pesagem e medicdo do intestino, foram retirados fragmentos
de aproximadamente 3,0 cm de comprimento de cada uma das trés regides do
intestino delgado (porgédo inicial do duodeno; jejuno: dois cm acima do
diverticulo de Meckel e ileo: proximo da juncéo ileocecal) de cada unidade
experimental. Estas amostras foram secionadas longitudinalmente, abertas e
suas extremidades presas com grampos em um pedaco de madeira. Cada
peca foi colocada em frascos previamente identificados contendo formol
tamponado a 10%. Paralelamente, o conteddo cecal de cada animal foi

coletado para analises bacterioldgicas.

Exames histomorfométricos

Foram processadas 96 amostras de acordo com a metodologia
convencional de LUNA (1968) adotada pelo Laboratorio de Histologia da
Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Goias.

As pecas anatdbmicas colhidas foram fixadas em solugdo de
formalina neutra tamponada a 10%. Apds 24h da fixacdo, os fragmentos foram
recortados em 5,0 mm de didmetro e acondicionados em cassetes e
identificados. Em seguida, foram lavados em &gua de torneira para retirada de
excessos de pigmentos de formol e posteriormente desidratados em alcool
etilico em série crescente, desde 70% até alcool absoluto. Posteriormente,
procedeu-se a clarificacdo com xilol e impregnacdo em parafina histologica
com ponto de fusdo a 56° C. Os fragmentos foram incluidos em blocos de
parafinas histoldgicas, seccionados a cinco micrémetros em micrétomo rotativo
(American-Optical, modelo Spencer-820), utilizando navalhas descartaveis,
laminados, e corados pelo método de Hematoxilina - Eosina (HE).

Os Indices morfométricos do duodeno, jejuno e ileo foram
determinados utilizando o software Axion Vision 3.0. As imagens das laminas
foram digitalizadas do microscopio 6ptico de campo claro (Carl Zeiss modelo

JENAVAL) para o computador, por meio da camera de video analdgica e a
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placa de captura, e posteriormente, procedeu-se a histometria quantificada em
micra.

Esta foi conduzida adotando-se os critérios propostos por UNI et al
(1998): as alturas dos vilos foram medidas usando a base da juncdo do vilo
com a cripta até o 4pice do vilo e a profundidade da cripta foi definida como a
profundidade da invaginagao da cripta com os vilos adjacentes.

Foram feitas cinco leituras por fragmento de cada tecido sempre da
direita para a esquerda do corte, executando-se 60 leituras por lamina para
altura dos vilos e profundidade de criptas.

Pesquisa de Salmonella

A pesquisa da Salmonella Enteritidis foi realizada nos contetudos do
ceco e nas excretas, de acordo com GEORGIA POULTRY LABORATORY
(1997), com modificacdes. Imediatamente apds colheita, realizada com
materiais e equipamentos esterilizados, aproximadamente 1,0 g de cada
amostra foi transferida para o caldo selenito cistina, agar verde brilhante, agar
Hektoen e 4gar MacConkey e incubados por 24h a 37° C. Caso n&o ocorresse
crescimento sugestivo de Salmonella nos meios seletivos utilizados, aliquotas
do caldo eram transferidas para 0os mesmos meios, incubados no mesmo
tempo e mesma temperatura.

Isolados com caracteristicas morfolégicas de Salmonella, trés a
cinco unidades formadoras de col6nias por placas, foram transferidas para
tubos contendo o agar triplice actcar ferro (TSI), incubados a 37 °C por 24h.

Tubos de TSI com crescimento sugestivo de Salmonella foram
submetidos ao teste da urease, indol, motilidade, H,S, reacdo de vermelho
metila, malonato e lisina descarboxilase. Aqueles que apresentaram reacdes
bioquimicas compativeis com Salmonella foram submetidos ao teste soroldgico
com antissoros polivalentes somaticos. Amostras positivas a sorologia foram
remetidas a Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) em meio agar nutriente para

confirmagéo do sorovar inoculado e recuperado.

Variaveis de desempenho
As aves foram pesadas no primeiro, sétimo, 14° e 21° dias de vida,

bem como as racdes utilizadas e as sobras encontradas. Foram anotados,
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diariamente, os pesos das aves mortas e a mortalidade o que permitiu a
correcdo do consumo alimentar e do indice de conversdo alimentar. O ganho
de peso foi calculado pela diferenca entre os pesos médios das aves obtidos
pelas pesagens no periodo; o consumo de racao foi obtido pela diferenca entre
os valores de ragéo oferecida no inicio e as sobras, corrigidos pela mortalidade.
Ja o indice de conversédo alimentar foi calculado pela relacdo entre 0 consumo

de racdo e o ganho de peso corrigido pelo peso das aves mortas.

Analises estatisticas

O teste ndo paramétrico do X? foi utilizado para avaliar a freqiiéncia de
pintos nascidos infectados entre as duas linhagens e das vias de inoculacéo pela
Salmonella Enteritidis (SAMPAIO, 1998). Para as anélises estatisticas das variaveis
quantitativas utilizou-se o programa SAS com o procedimento General Linear Models e
as médias foram comparadas pelo teste de Turkey (5%) (SAS, 1998).

RESULTADOS

Experimento 1- linhagem de crescimento rapido
Apds serem pesados e antes de serem alojados, os pintos foram
submetidos & andlise bacteriologica através de seus meconios e excretas e 0s

resultados sé&o apresentados na Tabela 1.
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TABELA 1 - Resultados bacteriologicos dos meconios e excretas de 120
pintinhos oriundos de ovos inoculados na casca e cavidade
alantéide com aproximadamente um, oito e 22 dias de vida.

Placebo Salmonella Enteritidis
Total n° pintos % Total n° pintos %
positivos positivos
1 dia de vida(15h de nascido)
Casca 30 0 0 30 15 50,00a*
Cavidade alantéide 30 0 0 30 23 76,66b
Total 60 0 0 60 38 63,33
8 dias de vida
Casca 28 0 0 26 19 73,08
Cavidade alantéide 28 0 0 25 15 60,00
Total 56 0 0 51 34 66,66
22 dias de vida
Casca 26 0 0 20 5 25,00
Cavidade alantéide 26 0 0 13 3 23,07
Total 52 0 0 33 8 24,24

*letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica em nivel de 5% pelo X

Os ovos inoculados através da casca com as méos contaminadas
resultaram em 50,00% (15/30), 73,08% (19/26) e 25% (5/20) de pintos
infectados aos um, oito e 22 dias de vida, respectivamente. JA 0S 0vOS
inoculados através da cavidade alantdide, simulando a transmisséo vertical,
manifestaram excrecdo fecal positiva em 76,66% (23/30), 60,00% (15/25) e
23,07% (3/13) em pintos Ross com um, oito e 22 dias de vida,
respectivamente.

A via de inoculacdo influenciou significativamente (P<0,05) na
excrecdo da Salmonella Enteritidis no dia da ecloséo (Tabela 1). Observa-se
também que os pintos inoculados na casca apresentaram maior frequiéncia de
excrecéo fecal com oito dias, indicando que ocorreu a transmissao lateral nas
baterias até a segunda semana de vida. Os mecdnios, assim como as excretas
dos tratamentos controle, foram bacteriologicamente negativos.

Observa-se na Tabela 2 que a via de inoculacdo nao influenciou o
peso relativo (g/100g de peso vivo) e os comprimentos dos intestinos de
frangos a eclosdo. Quando se analisa o efeito dos agentes inoculados verifica-
se que houve diferenca (P<0,05) aos sete dias de vida no comprimento do
intestino, ficando com maior tamanho o intestino dos frangos inoculados pela
Salmonella Enteritidis (P<0,05). Aos 21 dias (P<0,05) notou-se maior peso dos

intestinos dos frangos inoculados pela Salmonella Enteritidis.
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TABELA 2 - Peso relativo (g/100 g de peso vivo) do intestino (I), comprimento
do intestino (IC) de frangos Ross com um dia, sete, 14 e 21 dias

de idade.
1dia 7 dias 14 dias 21 dias
Via inoculagéo (V) I IC,cm | IC, cm I IC, cm I IC, cm
Casca 4,18 39,87 8,78 84,92 6,29 10150 4,86 108,25

Cavidade alant6ide 3,61 39,00 9,22 76,62 7,22 97,50 5,47 116,50
Agente inoculado (A)

S. Enteritidis 400 39,00 8,82 87,92a 7,38 97,75 6,17a 114,87
Placebo 3,78 39,87 9,19 76,62b 6,13 101,50 4,16b 109,87
Fator de variacao (%)

\J ns ns ns ns ns ns ns ns
A ns ns ns * ns ns * ns
VXA ns ns ns ns ns ns ns ns
CV(%) 19,3 493 6,35 356 11,31 4,65 4850 45,19

a, b - letras mailsculas (minusculas) diferentes na mesma coluna (linha) diferem estatisticamente pelo
teste de Turkey

As alturas dos vilos do duodeno (Tabela 3) diferiram (P<0,05) quando
se considerou a via de inoculacdo aos 21 dias de idade, observando-se menor
valor quando a via de inoculacao foi a cavidade alantéide. J& quando a variavel
estudada foi o agente inoculado, verificou-se um valor mais alto, com diferenca
(P<0,05) nas profundidades das criptas dos frangos originados da inoculacao

com a Salmonella Enteritidis.

TABELA 3 — Alturas dos vilos(AV) e profundidade de cripta (PC) do duodeno
(um) de frangos da linhagem Ross de um e 21 dias de idade.

1 dia 21 dias

Valores médios AV (um) PC (um) AV (um) PC (um)
Via de inoculacao (V)
Casca 369,60 69,67 1327,71a 106,35
Cavidade 226,11 70,99 1165,98b 99,61
Agente inoculado (A)
Salmonella Enteritidis 280,10 76,79 1241,09 106,03a
Placebo 414,11 63,96 1352,61 84,09b
Fator de variacao (%)
Via de inoculacéo 0,01 ns 0,001 ns
Agente de inoculacéo 0,01 ns ns 0,001
V XA 0,01 0,13 ns ns
CV (%) 27,77 24,86 18,84 28,63

a, b - letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo X*

Como demonstrado na Tabela 4, a altura dos vilos e a profundidade
das criptas do duodeno da linhagem Ross foram influenciadas (P<0,05) pela

via de inoculacéo e pelo agente inoculado, onde se constataram menor valor
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para as alturas dos vilos e maior profundidade de criptas para os pintos
inoculados na cavidade alant6ide pela Salmonella Enteritidis.

TABELA 4 - Desdobramento das interagcdes significativas entre a via de
inoculagcdo versus agente inoculado do duodeno para frangos
Ross com um dia de idade.

Via de inoculacéao

Casca Cavidade alant6ide
Agente inoculado Altura dos vilos (um)
Salmonella Enteritidis 338,91Aa 236,66Ab
Placebo 409,64Ba 428,07Ba

Casca Cavidade alantoide
Agente inoculado Profundidade de criptas(um)
Salmonella Enteritidis 78,06Aa 89,61Aa
Placebo 63,96Bb 50,36Bb

a, b - letras maiusculas (minusculas) diferentes na mesma coluna (linha) diferem estatisticamente

Os valores médios das alturas dos vilos dos jejunos nao mostraram
diferencas significativas (Tabela 5), entretanto o patdégeno, nos dias um e 21

aumentou as profundidades de criptas (P<0,05).

TABELA 5-Alturas de vilos (AV) e profundidade de cripta (PC) do jejuno (um),
de frangos Ross de um e 21 dias de idade.

1 dia 21 dias
Valores médios AV (um) PC (um) AV (um) PC (um)
Via de inoculacgéo (V)
Casca 166,35 67,55 863,34 162,53
Cav. alantoide 164,67 64,50 941,24 166,81
Agente inoculado (A)
S. Enteritidis 168,10 80,50a 890,38 182,14 a
Placebo 162,68 51,50b 914,21 147,20 b
Fator de variacdo (%)
\ ns ns ns ns
A ns 0,01 ns 0,001
VXA ns ns ns ns
CV (%) 24,75 42,84 24,88 23,19

a, b - letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente

Ao nascimento, os valores meédios da altura dos vilos foram afetados
(P<0,05) pela Salmonella Enteritidis (Tabela 6), ou seja, os ileos de pintos
oriundos da inoculacdo da cavidade alantdide com a Salmonella Enteritidis

apresentaram menores valores (P<0,05).
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TABELA 6 - Alturas de vilos (AV) e profundidade de cripta (PC) do ileo (um),
de frangos Ross de um e 21 dias de idade.

Idade 1 dia 21 dias
Valores médios AV (um) PC (um) AV (um) PC (um)
Via de inoculacéo (V)
Casca 158,11 71,58 550,70 141,64
Cav. alanttide 162,01 64,18 577,46 176,11
Agente inoculado (A)
S. Enteritidis 153,00b 76,70 559,20 193,77
Placebo 166,43a 59,18 568,95 123,99
Fator de variacdo (%)
V ns ns ns 0,001
A 3,60 0,03 ns 0,001
V XA ns 0,02 ns 0,12
CV (%) 32,62 38,43 18,35 23,67

a, b’ Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente.

A eclosdo (Tabela 7), notou-se que a maior profundidade de criptas
ocorreu quando Salmonella Enteritidis foi inoculada através da via alantoide.
Observa-se também que houve interacdo significativa entre as vias de
inoculacdo e o agente inoculado quanto a profundidade de cripta do ileo na
linhagem Ross aos 21 dias de idade. A maior profundidade de cripta (P<0,05)
foi verificada quando o agente inoculado foi a Salmonella Enteritidis, tanto na

casca como na cavidade alantéide aos 21 dias de vida.

TABELA 7 - Desdobramento das interagcfes entre via de inoculagéo e agente inoculado
para o ileo de frangos Ross aos um e 21 dias de idade.

Via de inoculacéo Casca Cavidade alantoide
Agente inoculado Profundidade de cripta (um) a um dia
Salmonella Enteritidis 63,88Aa 89,51Bb
Placebo 64,49Aa 54,20Aa
Agente inoculado Profundidade de criptas (um) aos 21 dias
Salmonella Enteritidis 160,51 Bb 163,71 Bb
Placebo 122,38 Aa 119,58 Aa

Letras maiUsculas (minUsculas) diferentes na mesma coluna (linha) diferem estatisticamente

Observa-se que a via de inoculagéo influenciou o peso médio dos
frangos aos 14 e 21 dias de idade, sendo que aqueles que foram inoculados
pela via alantdide apresentaram menor ganho de peso médio (Tabela 8).
Quando se analisou o efeito dos agentes inoculados, verificou-se, também, que
houve efeito significativo aos 14 dias e 21 dias (P<0,05) de vida pela
Salmonella Enteritidis.
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TABELA 8 - Peso médio (PM) de frangos Ross ao primeiro (PM1), sétimo
(PM7), décimo-quarto (PM14) e vigésimo-primeiro (PM21) dia de
idade.

Via de inoculacéo (V)

PM1 PM7 PM14 PM21
Casca 47,04 144,83 322,53 a 586,37
Cavidade alantéide 46,65 145,43 304,24 b 512,23
Agente inoculado (A)
Salmonella Enteritidis 46,74 145,25 274,70 b 490,51
Placebo 46,95 145,01 352,06 a 608,09
Fator de variacao (%)
V ns ns 2,60 0,22
A ns ns 0,001 0,01
V XA ns ns ns 3,98
CV(%) 2,08 6,22 5,31 11,08

a, b - Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente

Ao avaliar-se a interacdo entre agentes e as vias de inoculagéo
(Tabela 9), notou-se que os frangos oriundos da inoculacéo pela cavidade
alantéide apresentaram menor peso médio (P<0,05) quando a Salmonella
Enteritidis foi o agente inoculante, sem diferenca para placebo inoculado na
mesma via.

TABELA 9 - Desdobramento das interacfes via de inoculacdo e agente
inoculado para peso médio aos 21 dias de idade para Ross.

Via de inoculagao

Casca Cavidade alantdide
Agente inoculado
Salmonella Enteritidis 547,48 Aa 433,53 Bb
Placebo 605,26 Aa 610,92 Aa

Letras mailsculas (minUsculas) diferentes na mesma coluna (linha) diferem estatisticamente

A conversdo alimentar (Tabela 10) diferiu (P<0,05) quando se
considerou a via de inoculagéo e o agente inoculado aos 14 e 21 dias de vida
Constatou-se piora na conversao alimentar quando se utilizou a cavidade
alantéide como via de inoculacdo e a Salmonella Enteritidis como agente

inoculado.

TABELA 10 -Conversao alimentar (CA) de frangos da linhagem Ross ao sétimo
(7), décimo-quarto (14) e vigésimo-primeiro (21) dia de idade.
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Via de inoculagao (V) CA7 CA 14 CA 21
Casca 1,04 1,16a 1,55a
Cavidade alant6ide 1,12 1,79b 1,83 b
Agente inoculado (A)

Salmonella Enteritidis 1,07 221b 1,84b
Placebo 1,08 1,29 a 1,55a
Fator de variacdo(%)

\% ns 0,63 0,001
A ns 0,01 0,01
V XA ns ns ns
CV(%) 4,21 10,16 12,01

a, b - Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente

Notou-se que, dos 16 conteudos de cecos analisados 14 (87%)
foram positivos para Salmonella Enteritidis (Tabela 11).

TABELA 11 -Resultados bacteriol6gicos de 16 amostras de contetdo cecal de
aves de um, sete, 14 e 21 dias de vida oriundas de ovos
inoculados com a Salmonella Enteritidis.

Via de inoculagéo (V) 1 dia 7 dias 14 dias 21 dias
Casca 2/2 1/2 2/2 2/2
Cavidade alantéide 212 2/2 212 1/2
Total positivo 4/4 3/4 4/4 3/4

Experimento 2- linhagem de crescimento lento-1SA Label

Os ovos inoculados Na casca (Tabela 12) com as maos
contaminadas resultaram em 10,00% (3/30), 15,34% (4/26) e 0%(0/24) de
pintos infectados aos um, oito e 22 dias de vida. A via de inoculagdo influenciou
(P<0,05) na excrecdo da Salmonella Enteritidis no dia da eclosdo. Os ovos
inoculados pela cavidade alantéide, simulando a transmissdo vertical,
apresentaram 26,66% (8/30), 14,81% (4/27) e 4,35% (1/23) de pintos de

crescimento lento infectados.
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TABELA 12- Resultados bacteriolégicos das excretas de 120 pintos da
linhagem ISA Label oriundos de ovos inoculados através da casca
e da cavidade alantéide com um, oito e 22 dias de vida.

Placebo Salmonella Enteritidis
Total n° pintos % Total n° pintos %
positivos positivos
1 diade vida(15h de nascido)

Casca 30 0 0 30 3 10,00a
Cavidade alantéide 30 0 0 30 8 26,66b
Total 60 0 0 60 11 18,33

8 dias de vida
Casca 28 0 0 26 4 15,34
Cavidade alantéide 28 0 0 27 4 14,81
Total 56 0 0 53 8 15,09

22 dias de vida
Casca 26 0 0 24 0 0
Cavidade alantéide 26 0 0 23 1 4,35
Total 52 0 0 47 1 2,13

Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente

Observou-se também (Tabela 12) que os pintos oriundos de ovos
inoculados na casca apresentaram maior freqiéncia de excrecao fecal com oito
dias de vida, indicando que ocorreu a transmissao lateral nas baterias até a
segunda semana de vida. ApGs este periodo ocorreu um declinio da infeccao.
As excretas dos tratamentos controle foram bacteriologicamente negativos.

Analisando a Tabela 13, visualiza-se que a via de inoculacao
influenciou apenas no peso relativo (g/100g de peso vivo) dos intestinos de
frangos da linhagem ISA Label no primeiro dia de idade, ficando com um valor

maior aqueles inoculados pela cavidade alantéide com Salmonella Enteritidis.



47

TABELA 13 -Peso relativo (g/100 g de peso vivo) do intestino (I) e comprimento
do intestino (IC) de frangos ISA Label com um, sete, 14 e 21 dias

de idade.
1 dia 7 dias 14 dias 21 dias
Via inoculagao (V) I IC, cm I IC, cm I IC, cm I IC, cm
Casca 519 36,50 8,02 7575 6,62 89,25 557 104,22

Cavidade alantéide 596 40,75 7,54 7487 6,21 88,87 5,10 102,87
Agente inoculado (A)

S. Enteritidis 6,65 40,40 8,06 77,75 6,33 94,00 5,46 106,85
Placebo 559 3885 7,50 7287 6,50 84,12 5,21 100,25
Fator de variacéo (%)

\J 0,59 ns ns ns ns ns ns ns

A 0,02 ns ns ns ns ns ns ns

V XA 1,63 ns ns ns ns ns ns ns
CV(%) 363 1252 6,20 3,87 11,21 6,27 6,87 3,86

a, b - letras maidsculas (minusculas) diferentes na mesma coluna (linha) diferem estatisticamente

No desdobramento das interacdes entre as vias de inoculacdo e o
agente inoculado observou-se que no primeiro dia de idade ocorreu diferenca
(P<0,05) quando se inoculou a Salmonella Enteritidis, independente da via
(Tabela 14).

TABELA 14 -Desdobramento das interacdes significativas via de inoculacéo e
agente inoculado para peso relativo intestino de frangos ISA
Label com um dia de idade.

Via de inoculagéo

Casca Cavidade alantoide
Agente inoculado
Salmonella Enteritidis 6,46 Aa 6,66 Aa
Placebo 5,93 Ba 5,26 Ba

Letras mailsculas (minudsculas) diferentes na mesma coluna (linha) diferem estatisticamente
Como mostra a Tabela 15, a altura dos vilos do duodeno, assim
como as profundidades de criptas aos 21 dias de vida ndo apresentaram

diferencas significativas entre as vias de inoculacdo e os agentes inoculados.
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TABELA 15-Alturas de vilos (AV) e profundidade de cripta (PC) do duodeno

(um), de frangos ISA Label de um e 21 dias de idade.

Idade 1 dia 21 dias
Valores AV (um) PC (um) AV (um) PC (um)
Via de inoculacéo (V)
Casca 395,02 89,40b 998,27 106,32
Cav. Alantéide 367,54 100,08a 1004,25 105,15
Agente inoculado (A)
S. Enteritidis 332,88 97,80 972,72 108,80
Placebo 358,04 91,75 977,80 101,75
Fator de variacao (%)
V 0,01 1,60 ns ns
A 0,02 ns ns ns
V XA 1,55 0,76 ns ns
CV (%) 20,79 25,43 22,57 16,91

Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (5%).

Ao analisar o desdobramento das interacdes da altura dos vilos do
duodeno (Tabela 16) da ISA Label, observou-se menor altura para os
inoculados na casca com a Salmonella Enteritidis, enquanto a maior
profundidade de criptas foi registrada nas aves oriundas da inoculacdo com o
patdgeno independente da via de inoculacéo.

TABELA 16 - Desdobramento das interacdes para altura de vilos (AV) e profundidade
de criptas (PC) de frangos ISA Label com um dia de idade provenientes
de ovos com diferentes vias de inoculacdo e agentes inoculados para o

duodeno

Via de inoculacédo Casca Cavidade alantoide
Agente inoculado Altura do duodeno AV (um)
Salmonella Enteritidis 251,08 Bb 358,75 Aa
Placebo 335,64 Ba 376,59 Aa
Via de inoculagéo
Agente inoculado Profundidade de criptas PC (um)
Salmonella Enteritidis 98,36 Ba 103,06 Ba
Placebo 80,43 Aa 84,28 Aa

Letras mailsculas (minusculas) diferentes na mesma coluna (linha) diferem

estatisticamente

Ocorreu, no dia da eclosao, diferenca significativa na altura dos vilos
e na profundidade das criptas do jejuno de frangos da linhagem ISA Label aos
um e 21 dias de idade quando os elementos estudados foram a via de

inoculacéo e o agente infeccioso (Tabela 17).
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TABELA 17-Alturas de vilos (AV) e profundidade de cripta (PC) do jejuno (um),
ISA Label um e 21 dias de idade.

Idade 1 dia 21 dias
Valores AV (um) PC (um) AV (um) PC (um)
Via de inoculagéo (V)
Casca 167,76 B 98,52 b 660,58 94,08
Cav. alantoide 294,37 A 79,51 a 672,80 94,80
Agente inoculado (A)
S. Enteritidis 213,69 B 91,36 b 668,58 94,08
Placebo 230,12 A 86,79 a 664,23 95,04
Fator de variagao (%)
V 0,01 0,01 ns ns
A 2,95 2,50 ns ns
VXA ns ns ns ns
CV (%) 29,24 13,92 20,70 19,61

Letras mailsculas (minUsculas) iguais na mesma coluna (linha) n&o diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (5%).

Os valores médios das alturas dos vilos e profundidade de cripta do
ileo de frangos da linhagem ISA Label aos um e 21 dias de idade estdo na
Tabela 18. Constatou-se que no dia da eclosdo ocorreu diferenca significativa
na profundidade das criptas do ileo quando o elemento estudado foi 0 agente

infeccioso.

TABELA 18— Alturas de vilos (AV) e profundidade de cripta (PC) do ileo (um),
ISA Label um e 21 dias de idade.

Idade 1 dia 21 dias
Valores AV (Lm) PC (um) AV (Lm) PC (um)
Via de inoculacgéo (V)
Casca 158,11 71,58 457,91 137,13
Cav. alantéide 162,01 64,18 464,91 137,35
Agente inoculado (A)
S. Enteritidis 153,00 76,70a 462,63 137,71
Placebo 166,43 59,26b 459,56 136,76
Fator de variacao (%)
\% ns Ns ns ns
A 3,60 0,03 ns ns
V XA 0,02 Ns ns ns
CV (%) 32,62 38,43 20,42 18,42

Letras mailsculas (mindsculas) iguais ha mesma coluna (linha) (P>0,05)pelo teste de Turkey

Pelos dados apresentados na Tabela 19, constataram-se
diferencas significativas na altura dos vilos do ileo quando a variavel estudada
foi a via de inoculacéo, ficando a altura do mesmo com menor valor quando a

via foi a casca.
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TABELA 19- Desdobramento das interacdes significativas entre a via de
inoculacao versus agente inoculado, do ileo, a um dia de vida
Via de inoculacao

Casca Cavidade alantéide
Agente inoculado Altura vilos -AV (um) um dia
Salmonella Enteritidis 176,27Aa 177,27Aa
Placebo 147,70Bb 156,05Ba

Letras mailsculas (mindsculas) iguais na mesma coluna (linha) ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (5%).

Verifica-se na Tabela 20, que a via de inoculagdo influenciou
(P<0,05) o peso meédio apenas aos 14 dias de idade, sendo que os frangos
originados da inoculagdo da casca apresentaram menor ganho de peso.
Quanto ao agente inoculado, ndo se observou nenhum efeito no ganho de
peso, assim como nenhuma interagcdo significativa entre a Salmonella

Enteritidis e a via de inoculacao.

TABELA 20 -Peso médio de frangos ISA Label ao primeiro (PM1), sétimo
(PM7), décimo-quarto (PM14) e vigésimo-primeiro (PM21) dia de

idade.
Via de inoculacéao (V) PM1 PM7 PM14 PM21
Casca 42,40 107,28 222,73 b 368,48
Cavidade alant6ide 42,94 111,98 240,19 a 390,15
Agente inoculado (A)
Salmonella Enteritidis 42,97 109,03 230,78 377,18
Placebo 42,38 110,22 232,15 382,26
Fator de variacdo
Vv ns ns 0,02 ns
A ns ns ns ns
VXA ns ns ns ns
Coeficiente de variagédo 4,64 6,72 3,49 6,34

a, b - Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente

A conversdo alimentar (Tabela 21) ndo apresentou diferenca
significativa nos periodos estudados quanto aos agentes inoculados e vias de

inoculacao.
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TABELA 21 -Conversao alimentar (CA) de frangos ISA Label ao sétimo (7),
décimo-quarto (14) e vigésimo-primeiro (21) dia de idade.

Via de inoculacao (V) CA7 CAl14 CA21
Casca 1,61 1,66 2,19
Cavidade alant6ide 1,70 1,64 2,19
Agente inoculado (A)

Salmonella Enteritidis 1,63 1,69 2,21
Placebo 1,67 1,71 2,17
Fator de variacdo(%o)

Vv ns ns ns
A ns ns ns
VXA ns 0,04 ns
CV(%) 7,61 6,36 7,92

a, b - Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente

Aos 14 dias (Tabela 22) quando se analisou a interacdo entre as
vias e 0s agentes o maior valor foi observado quando se inoculou o placebo na
casca (P<0,05).

TABELA 22 -Desdobramento das interacdes entre as vias de inoculacéo e os

agentes inoculados para conversao alimentar aos 14 dias de
idade ISA Label

Via de inoculagéo

Casca Cavidade alantéide
Agente inoculado Conversao alimentar aos 14 dias de idade
Salmonella Enteritidis 1,68Aa 1,65 Aa
Placebo 1,70Ab 1,66 Aa

Letras mailsculas (minusculas) diferentes na mesma coluna (linha) diferem estatisticamente

Conforme demonstrado na Tabela 23, registrou-se que dos 16
contelidos dos cecos analisados por cultura bacteriol6gica convencional, quatro
(25%) amostras foram positivas para Salmonella
Enteritidis.

TABELA 23- Resultados bacteriologicos de 16 amostras de conteudos cecais
aos um, sete, 14 e 21 dias de vida dos pintos sacrificados oriundo
de ovos inoculados com a Salmonella Enteritidis.

Via de inoculagéo (V) 1dia 7 dias 14 dias 21 dias
Casca 1/2 0/2 0/2 0/2
Cavidade alant6ide 2/2 1/2 0/2 0/2
Total positivo 3/4 1/4 0/4 0/4

DISCUSSAO
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A colonizagéo do intestino se inicia antes e imediatamente apos a
eclosao, por bactérias presentes nas incubadoras, nos residuos de incubacéo e
nos locais de criacdo. A composicdo da microbiota do TGI pode ser benéfica ou
maléfica para o hospedeiro. Os microrganismos que colonizam o intestino nos
primeiros dias de eclosédo tendem a permanecer no TGI, compondo a
microbiota, durante toda a vida da ave. Entretanto, o estabelecimento da
microbiota intestinal benéfica nas primeiras semanas de vida e o0
desenvolvimento do sistema imune (CORRIER et al., 1991) pode reduzir o
nivel de colonizacéo intestinal para o género Salmonella.

No presente estudo, aves recém nascidas foram altamente
suscetiveis a infeccdo pela Salmonella Enteritidis, independentemente da via
de inoculac&o no ovo e da linhagem. A linhagem selecionada para crescimento
rapido foi mais sensivel a infeccdo (63,33%) do que a de crescimento lento
(18,33%). Os pintos ISA Label mostraram maior resisténcia a Salmonella
Enteritidis, tanto pelo contato quanto pela contaminacdo semelhante a infeccéo
que ocorre via oviduto. Observou-se maior excrecdo cecal (P<0,05) da
linhagem Ross, 0 que encontra sustentagdo nos experimentos de BARROW
(1994) e KINGSLEY & BAUMLER (2000), os quais relataram que a habilidade
deste sorovar de colonizar o intestino parece estar relacionada ao patriménio
genético da espécie e com a imunidade inata. BERTHELOT-HERAULT et al.
(2003) registraram diferencas de colonizacdo do ceco em quatro linhagens
estudadas e as atribuiram ao envolvimento das respostas imunes sistémicas e
locais das aves.

Os pintos oriundos da inoculacédo da casca, de ambas as linhagens,
apresentaram frequéncia mais elevada de colonizacéo intestinal aos oito dias
em relacdo ao dia da eclosdo, reduzindo posteriormente. Estes achados
correspondem aos de CORRIER et al. (1991) e de HONJO et al. (1993), que
relataram que a estrutura e as fungbes do TGI ocorrem concomitantemente
com o desenvolvimento dos tecidos linféides associados as mucosas. Estas,
por sua vez, estdo constantemente expostas a antigenos e ainda séo as
primeiras linhas de defesa acionadas em uma infec¢do intestinal. O aumento
da frequéncia do dia um aos sete deve-se a veiculacdo do patdgeno de aves

infectadas para as susceptiveis nas baterias.
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Bactérias ou outros agentes infecciosos sao capazes de quebrar as
barreiras naturais no lumen intestinal, provocando distlrbios nas células
epiteliais e alterando a permeabilidade da mucosa. A mucosa encontra-se em
condicbes dinamicas. A manutencdo da capacidade funcional do epitélio
intestinal é assegurada pelo equilibrio entre a perda e a proliferacdo celular.
Porém, quando o intestino responde a um estimulo, a favor de um deles,
devem ocorrer modificacGes na altura dos vilos (UNI et al., 2000).

Ressalta-se que o trato gastrintestinal de pintos é submetido a
alteracdes drasticas nos primeiros dias de vida, destacando-se o crescimento
em massa, o aumento do numero de enterdcitos, da altura e do ndmero de
vilos, bem como da profundidade de criptas (SKLAN, 2001).

Concomitantemente, ao desenvolvimento da estrutura e das funcdes
do TGI, ocorre o desenvolvimento dos tecidos linféides associados a mucosa.
O gradual desenvolvimento da funcéo linféide coincide com o desenvolvimento
dos vilos. Nos primeiros dias de vida, a defesa é realizada pelos anticorpos
maternos do saco da gema no limen e pelo sistema imune inato (HONJO et
al., 1993). Embora o envolvimento do sistema imune inato na primeira semana
de vida da ave ndo seja objeto de um grande numero de estudos
experimentais, HENDERSON et al. (1999) mostraram que a fagocitose foi
aumentada pela inoculagéo oral com a Salmonella Enteritidis em aves de um
dia de vida. Isto confirmou o envolvimento deste sistema de defesa na reducéo
da infeccdo causada pela Salmonella Enteritidis com a idade, embora esta
diminuicao tenha sido mais evidente na linhagem ISA Label.

Pelo exame biométrico do intestino da linhagem Ross, observaram-
se maior comprimento relativo do intestino aos sete dias e maior peso relativo
aos 21 dias das aves oriundas da inoculacdo com o agente infeccioso. Na ISA
Label, registrou-se maior peso somente no primeiro dia de vida.

Para as variagbes observadas na biometria do intestino, verificou-se
maior capacidade de recuperacao da linhagem ISA Label comparada a Ross.
Vale ressaltar, como descrito por MADI et al. (2001) que, quando se expressam
em medidas valores numéricos e proporgcdes, € preciso ter em mente que a
estrutura do intestino € muito elastica e sujeita a interferéncias como

manipulagéo e temperaturas baixas. Mesmo assim, o maior peso relativo pode
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ser explicado pelo estimulo antigénico da Salmonella Enteritidis no intestino no
primeiro dia de vida, sendo que nos estudos de KRINKE & JAMROZ (1996)
observou-se reducdo do peso do TGl quando se utilizaram aditivos
alimentares.

Ao se comparar os exames histomorfométricos dos segmentos do
intestino avaliados, evidenciaram-se no duodeno e ileo valores meédios
menores (P<0,05) na altura dos vilos e maiores para profundidade de criptas
(P<0,05), tanto na linhagem de crescimento rapido quanto na de crescimento
lento a eclosdo. As alturas dos vilos foram menores (P<0,05) e a profundidade
de cripta maior no tratamento que recebeu o patégeno na cavidade alantéide.
Estas alteracdes reduziram-se com a idade da ave, assim como a presenca do
patdgeno. Observou-se, no entanto, maior recuperacéo da linhagem ISA Label.
A linhagem Ross aos 21 dias ainda apresentava alteragfes principalmente em
relacdo a profundidade de criptas.

No presente estudo, os hospedeiros reagiram de forma semelhante
aos estimulos na mucosa do trato gastrintestinal no dia da eclosdo pela
Salmonella Enteritidis. Dados do trabalho sugeriram que o aumento da
profundidade de cripta foi diretamente relacionado com o turnover das células
epiteliais durante a infeccédo, sugerindo resposta compensatéria das células
aos efeitos da Salmonella Enteritidis, concordando com MORRIS et al. (2004).

A hiperplasia de cripta € uma alteragdo histologica resultante do
aumento da atividade metabdlica para compensar a destruicdo celular (ROSE
et al., 1992). Durante a infeccdo, este processo pode ser aumentado para
evitar a exposicdo da lamina prépria e para recuperar as células lesionadas
pela Salmonella Enteritidis. MACARI & MAIORKA (2000) relatou que a
manutencdo do numero de células e a capacidade funcional do epitélio
intestinal sdo asseguradas pelo equilibrio entre a perda (extrusdo) e a
proliferacdo de células. Se o estimulo levar a uma maior taxa de extruséo,
havendo manutengédo ou reducdo na taxa de proliferacédo, o intestino devera
responder com uma reducéo na altura dos vilos. LODDI (2003) mostrou que, se
os vilos reduzem seu tamanho em decorréncia do aumento da taxa de perda
celular, ocorrera consequientemente aumento na producado de células da cripta

e na profundidade de cripta.
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Por outro lado, aos 21 dias, os pintos Ross ndo apresentaram as
alturas dos vilos dos jejunos e ileos alteradas, entretanto, ocorreu aumento das
profundidades de criptas nos grupos inoculados pela Salmonella Enteritidis.
Esta hiperplasia de criptas provavelmente seja resultante da atividade
metabdlica compensatéria a destruicdo celular (ROSE et al., 1992). Em
contrapartida, na linhagem de crescimento lento os parametros foram normais,
0 agente nao foi recuperado nestas aves. Na Ross, as injurias causadas pelo
patdgeno induziram a pior conversao alimentar aos 14 e 21 dias, entretanto o
aumento de profundidade de criptas sugere regeneracdo epitelial. Estes
resultados, provavelmente, estdo relacionados com a recuperacdao da
integridade intestinal, que demora de 90 a 96 horas para se completar
(FURLAN et al., 2004).

O menor ganho de peso médio aos 14 e 21 dias dos pintos Ross
inoculados com Salmonella Enteritidis podem ser atribuidos a presenca do
agente infeccioso no TGI, devido provavelmente a alteracdes
histomorfométricas nos vilos e criptas a eclosdo e aos 21 dias de vida. Esta
injuria na mucosa pelo patégeno afetou a digestdo e a absor¢cdo adequadas
dos nutrientes, pois ocorreu perda de peso médio aproximado de 19% para 0s
pintos inoculados pela Salmonella Enteritidis na cavidade alantdide. Estes
resultados tém suporte nos trabalhos de GORHAN et al. (1994), que
observaram menor ganho de peso em aves com infec¢des inaparentes, com
Salmonella Enteritidis, nas primeiras semanas de vida. JA DHILLON et al.
(1999) verificaram que aves Hubbard inoculadas com a Salmonella Enteritidis
PT4 apresentaram perdas de 13 a 19% no ganho de peso, enquanto neste
trabalho encontrou 21,98% e 16,71% aos 14 e 21 dias para Ross,
respectivamente. Esta diferenca no percentual de perda de peso pode ser
atribuida também a racao, visto que neste estudo nao se utilizou promotor de
crescimento.

Na linhagem ISA Label, diferencas entre os pesos médios foram
verificadas apenas aos 14 dias de idade para as aves inoculadas pela casca,
gue apresentaram maior conversao alimentar, entretanto, o inéculo infeccioso

nao afetou o desenvolvimento corporal em nenhum dos periodos estudados.
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Os valores de conversédo alimentar da linhagem Ross e ISA Label
foram diferentes, sendo compativeis com as genéticas das linhagens, mesmo
tendo a Salmonella Enteritidis causado lesfes nas células epiteliais do intestino
das aves Ross até os 21 dias. A capacidade de estar sempre ocorrendo
renovacao do epitélio intestinal € fator importante que explica porque ndo se
podem detectar alteracdes do processo de absor¢do intestinal quando a injaria
ndo € persistente e profunda. Lesbes discretas podem causar reducao
temporaria da absorcdo consequentemente, piora a conversao alimentar (ITO
et al., 1998). Além disso, DEMATTE FILHO & MENDES (2001) relataram que o
indice de conversdo alimentar para o sistema alternativo é aproximadamente
10 a 15% maior que os métodos convencionais de criagdo que se amparam na

utilizacao de promotores de crescimento.

CONCLUSOES

Constatou-se que:

1- aves oriundas de ovos inoculados experimentalmente “in ovo” pela Salmonella
Enteritidis apresentaram alta frequéncia de pintos infectados, sendo que os pintos
Ross oriundos da inoculacdo da cavidade alantéide manifestaram maior indice de
infeccdo;

2- ocorreu, com a idade, recuperacdo da integridade intestinal bem como a
reducdo da colonizacdo cecal pelo patdbgeno em ambas linhagens, sendo
que a linhagem ISA Label apresentou recuperacdo mais rapida.

3- 0 ganho peso médio e a conversdo alimentar foram afetados pela
Salmonella Enteritidis na linhagem Ross; entretanto 0 mesmo n&o ocorreu

na linhagem de crescimento lento.
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CAPITULO 4- INFECCOES INAPARENTES EM CONDICOES
EXPERIMENTAIS POR Salmonella Enteritidis EM FRANGOS DE CORTE
ROSS E ISA LABEL

RESUMO: Avaliou-se, neste estudo, a capacidade invasiva do patdégeno no
saco Vvitelinico, papo, coracdo, figado e ceco em aves aparentemente
saudaveis de duas linhagens de frango criadas sem antibidticos promotores de
crescimento na racdo e oriundas de ovos inoculados na casca ou ha cavidade
alantéide com Salmonella Enteritidis. Foram realizados exames histologicos e
bacteriologicos com um, sete, 14 e 21 dias pos-eclosdo em aves de
crescimento rapido ou lento. Constataram-se diferentes respostas entre as
duas linhagens. O saco vitelinico foi mais persistente na linhagem de
desenvolvimento rapido. Em ordem de colonizacdo, detectou-se a Salmonella
em 87,50% (14/16) e 38,12% (5/16) dos cecos; em 81,25% (13/16) e 12,50%
(2/16) dos inglavios; em 50% (8/16) e 6,25% (1/16) dos figados; em 31,25%
(5/16) e 6,25% (1/16) dos coracdes das linhagens de crescimento rapido e
crescimento lento, respectivamente. Nos o6rgdos aparentemente saudaveis,
com excecdo do papo, evidenciou-se um processo inflamatério com
predominancia de macréfagos e ou linfécitos. A linhagem de crescimento lento
foi mais habil em eliminar a bactéria do seu organismo.

Palavras-Chaves: ceco, coragéo, excrecao fecal, figado, inflamacao, inglavio.

EXPERIMENTAL INOCULATION NON-APPARENT INFECTIONS OF
Salmonella Enteritidis IN BROILER LINES ROSS E ISA LABEL

ABSTRACT: The invasive capacity of this pathogen in yolk sac, crop, heart,
liver and ceca in apparently healthy birds of two broiler lines raised without
growth promoter antibiotics in ration and originated from eggs inoculated
eggshell and in allantoidal cavity with Salmonella Enteritidis. Histological and
bacteriological exams were performed with one, seven, 14 and 21 days of age
after hatch in broilers of fast and slow growing rate. The results were different
for two lines. The yolk sac residue remained for fast growing rate line. In order,
Salmonella was detected in 87,50% (14/16) and 38,12% (5/16) of ceca; in
81,25% (13/16) and 12,50% (2/16) of crops; in 50% (8/16) and 6,25% (1/16) of
liver;in 31,25% (5/16) and 6,25% (1/16) of heart in fast and slow growing rate
lines, respectively. In apparent healthy organs, excepted the crop, an
inflammatory process with predominance of macrophage and lymphocytes. The
slow growing rate line was effective to eliminate bacteria in the organism.

Key words: ceca, crop, fecal excretion, inflammation, heart,

INTRODUCAO

As salmoneloses ocupam posicédo de destague na saude publica em

todo o mundo, pelas suas caracteristicas de endemicidade, morbidade e, em



62

particular, pela dificuldade de controle. Todos esses aspectos decorrem dos
multiplos parametros epidemiologicos envolvidos, principalmente pelas
inimeras fontes de infeccdo e vias de transmissdo presentes no ciclo
(RODRIGUES, 2005)

O género Salmonella pode ser dividido em dois grandes grupos em
funcdo da patogénese. O primeiro inclui bactérias que produzem doencas
sistémicas em aves e raramente estdo envolvidas em toxinfeccdo humana. Ja
no outro grupo as bacterias envolvidas podem produzir toxinfeccdo, mas a
doenca sO0 se manifesta em condicfes especiais. Salmonella Typhimurium e
Salmonella Enteritidis sdo capazes de produzir doenca nas aves sob
determinadas condi¢cbes, porém, a maioria dos sorovares existentes pode
colonizar o intestino sem causar doenca (BARROW, 1999).

O grande problema desta zoonose reside no fato de que as
infeccbes sdo predominantemente subclinicas, sendo caracterizadas, em
alguns casos, apenas por queda na produtividade. O maior perigo esta no fato
de que a bactéria pode se propagar insidiosamente para outras espécies
animais, veiculadas pelas fezes de aves infectadas ou por produtos
contaminados, ressaltando-se que a Salmonella enteritidis tem sido
considerada como um dos mais sérios patdogenos para 0 homem e para a
indUstria avicola (SUZUKI, 1994, HOFER et al., 1997).

De acordo com o Center for Disease Control — (CDC, 2001), um
milhdo e duzentos mil casos de salmoneloses humanas ocorrem por ano nos
Estados Unidos, sendo os produtos avicolas identificados como as principais
fontes de infeccdo. HOLT et al. (1995) e GAST (1997) mencionaram que a
Salmonella Enteritidis fagotipo 4 (PT4) € o sorovar mais envolvido em casos de
gastrenterites humanas. No Brasil, nos trabalhos conduzidos por NUNES
(1999) e SANTOS et al. (2003), os produtos de origem avicola também foram
responsabilizados como as principais fontes de contaminacdo para o homem,
com predominancia da Salmonella Enteritidis PT4.

Inoculagbes experimentais em aves resultaram em infecgdo
assintomatica, ou discreta doenca clinica, com consideravel colonizacao
intestinal (DHILLON et al., 2001). A habilidade de causar infeccbes sistémicas

ou localizadas é fortemente influenciada pela imunidade inata da espécie
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hospedeira ou pela gama de genes de viruléncia codificados pela bactéria
(BARROW et al., 1994; KINGSLEY & BAUMLER, 2000).

DESMIT et al. (1997) observaram que a penetracdo da Salmonella
Enteritidis PT 4 através da parede intestinal pode ocorrer em estagios iniciais
da infeccdo, mas a presenca da bactéria ndo resulta necessariamente em
sinais clinicos. Algumas disfun¢des do trato gastrintestinal (TGI) por Salmonella
podem ser notadas e tém sido caracterizadas pelo acumulo de alimentos e
fluidos ao redor da cloaca nas primeiras semanas de vida (BARROW, 2000).
Entretanto, a alta percentagem de pintos com colonizagdo do TGI na primeira
semana pode resultar em aves portadoras e, por ocasidao do abate, esse
agente pode ser incorporado ao produto final. O ceco assim como o ingluvio
tém sido apontados como 6rgdos de eleicdo da Salmonella. HARGIS et al.
(1995) verificaram que 52% dos contetdos dos inglavios e 15% dos cecos
cultivados foram positivos para Salmonella em frangos de corte. CHAMBERS
et al. (1998) relataram que o inglavio recentemente tem sido considerado como
fonte de contaminacdo de carcacas durante o processamento, embora sua
colonizac@o seja considerada transitoria e menos persistente por BARROW
(1988), e persistente por ANDREATTI FILHO & CROCCI (2002).

A presenca da Salmonella Enteritidis PT 4 tem sido confirmada no
conteudo do saco vitelino em inoculacdes experimentais (GORHAM et al.,
1994; DESMIDT et al.,1997) e naturais (O'BRIEN, 1988). O saco vitelinico € um
orgdo fundamental na protecdo do aparelho digestério, pois fornece os
elementos necessarios para o desenvolvimento e preservacdo da mucosa nos
trés primeiros dias de vida (NOY et al., 1996; UNI et al., 1998; NOY & SKLAN,
1999).

HINTON et al. (1989) isolaram e identificaram a Salmonella
Enteritidis do figado e do ceco de aves sem evidéncias de sinais clinicos e
lesbes macroscopicas. Outros pesquisadores, como O'BRIEN (1988) e
DHILLON et al. (1999), detectaram também pericardite e perihepatite.
BARROW (1991) descreveu anteriormente que a pericardite pode ser
persistente e causa de condenacbes em abatedouros. De acordo com

HUMPHREY (1999), quadros de pericardite e perihepatite identificados durante
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0 processamento podem contaminar outros O0rgaos, equipamentos e
ambientes.

Em Goias, REZENDE (2002) detectou 75% de lotes de frango de
corte de agroindustrias goianas positivos. ROCHA et al. (2003) identificaram a
Salmonella Enteritidis em forros de caixas de pintos de um dia, oriundos de
varios incubatérios, resultados que trazem preocupac¢do para a saude publica.

Para a producéo alternativa regional, este problema ainda ndo tem
parametro de comparacdo, tendo em vista que pesquisas ndo tém sido
conduzidas neste segmento.

Neste sistema de criagdo, os desafios por agentes patogénicos
talvez sejam maiores. DEMATEE FILHO & MENDES (2001) afirmaram que 0s
maiores problemas de sanidade em producdo alternativa referem-se ao
desequilibrio microbiano nos locais de criacdo, o que tem acarretado doencas,
contrariando o principal objetivo deste sistema que é o estado de saude das
aves. Desenvolver linhagens mais resistentes a Salmonella pode ser um dos
alvos da cadeia de producéo alternativa para controlar esse microrganismo.

Neste contexto, a Salmonella Enteritidis representa um perigo
potencial para a avicultura, ndo somente pelos provaveis efeitos adversos a
producdo, mas pelo possivel impacto na comercializacdo e na saude publica.

O presente trabalho teve o objetivo de avaliar os efeitos da presenca
da Salmonella Enteritidis, PT 4 no mec6nio, no saco vitelino, no papo, no
coracado, no figado, nos fragmentos do intestino e contedado cecal de pintos
aparentemente saudaveis, a um, sete, 14 e 21 dias de vida pertencentes a
duas linhagens de frangos de corte utilizadas em producdes avicolas
alternativas e que se originaram de ovos inoculados na casca e na cavidade

alantéide.

MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos dois experimentos no setor de Doencas de
Aves, nos Laboratdrios de Bacteriologia e de Histopatologia, nos Isolamento do
Hospital Veterinario e do Setor de Reproducdo da Escola de Veterinaria (EV)
da Universidade Federal de Goias (UFG).
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Delineamento e Tratamentos

No Experimento 1 foram utilizados 256 pintos de corte, sendo 128 de
crescimento rapido (Ross) e no Experimento 2, 128 pintos de corte de
crescimento lento (ISA Label “pescoco pelado”).

As aves foram distribuidas em esquema fatorial 2 X 2 (via de
inoculagcdo X agentes inoculados), com cinco repeticdes por tratamento. em
esquema fatorial 2 X 2 (via de inoculacdo X agentes inoculados), com cinco
repeticbes por tratamento. O Tratamento A; foi constituido por 32 pintinhos
oriundos de ovos inoculados na casca com 0,1mL contendo 1,5 X 102 unidade
formadora de colbnia (UFC) de Salmonella Enteritidis FT 4 (Al). O grupo
controle (A;), constituido por 32 pintos, foi inoculado da mesma maneira, mas
com solucdo salina esterilizada tamponada a 0,85% (placebo). O Tratamento
B, foi também constituido de 32 pintos oriundos de ovos inoculados na
cavidade alant6ide com 0,1mL contendo 1,5 X 102 UFC do mesmo patégeno. O
grupo controle (B,), também com 32 pintos, foi inoculado da mesma maneira
com solucao salina esterilizada tamponada a 0,85%.

Nos dois experimentos, os tratamentos foram compostos de cinco
parcelas de seis pintos cada e mantidos nas mesmas condi¢cdes em diferentes
locais de isolamento. Para cada tratamento, duas aves foram retiradas e
sacrificadas antes do alojamento. As aves foram alojadas em baterias de aco
galvanizado aquecidas com cinco andares.

O aquecimento foi feito com uma lampada incandescente de 60W
até 21 dias de idade. As baterias foram providas de comedouros e bebedouros
tipo linear e bandejas para retirada de excretas. Agua e racdo foram
disponibilizadas ad libitum, sendo a racdo, sem antibiéticos promotores de
crescimento, elaborada atendendo a instru¢do normativa do MAA DOI /DIPOA
n° 007/99 (BRASIL, 1999).

Ao alojamento, as aves foram pesadas e distribuidas nas baterias
em parcelas homogéneas. Duas vezes ao dia as aves foram examinadas. Com
um, sete, 14 e 21 dias de vida, os pintos foram pesados e duas aves por
tratamento foram encaminhadas para o Laboratorio de Doengas de Aves onde

permaneceram em jejum por um periodo de seis a oito horas.
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As aves foram pesadas e sacrificadas por secg¢ao interna dos vasos
do pescoco, necropsiadas e os 0rgdos avaliados macroscopicamente. Foram
retirados o saco vitelino, o papo, o coracdo, o figado e a vesicula biliar que
foram pesados individualmente. Foram obtidos fragmentos de
aproximadamente 3,0 cm de comprimento de cada uma das trés regides do
intestino delgado - porgéo inicial do duodeno; - 2,0 cm acima do diverticulo de
Meckel do jejuno; - proximo da juncéo ileocecal. Estes fragmentos foram
secionados longitudinalmente, abertos e suas extremidades presas com
grampos em um pedaco de madeira. Cada peca anatdmica foi colocada em
frascos identificados, que continham formol neutro tamponado a 10%.
Paralelamente, coletaram-se de cada animal conteddo cecal, saco da gema,

coracdao, figado e papo para andlises bacteriolégicas.

Exames histopatoldgicos

Foram processadas 192 amostras de acordo com a metodologia
convencional de LUNA (1968) adotada pelo Laboratério de Patologia da Escola
de Veterinaria da Universidade Federal de Goias.

Uma vez fixadas por 24h em solucéo de formalina neutra tamponada
a 10%, os fragmentos foram recortados, acondicionados em cassetes e
identificados. Em seguida, foram lavados em agua corrente para retirada de
excessos de pigmentos de formol e posteriormente desidratados em alcool
etilico em série crescente, desde 70% até &lcool absoluto. Posteriormente,
procedeu-se a clarificacdo com xilol e impregnacdo em parafina histologica,
com ponto de fusdo a 56° C. Os fragmentos de 5,0 mm foram incluidos em
blocos de parafinas histolégicas, seccionados a 5,0 um em micrétomo rotativo,
marca American-Optical, modelo Spencer-820, utilizando navalhas
descartaveis, laminados, e coradas pelo método de Hematoxilina - Eosina
(HE), sendo as laminas lidas em microscopio Optico de campo claro, marca

Carl Zeiss, modelo JENAVAL.

Pesquisa de Salmonella
A pesquisa da Salmonella Enteritidis foi realizada nos conteudos dos

cecos, dos sacos da gema, fragmentos de papo, coracdo e figado em acordo
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com GEORGIA POULTRY LABORATORY (1997), com modificacoes.
Imediatamente apds colheita das amostras, realizada de forma asséptica, um
grama de cada peca anatdomica foi pesado e homogeneizado em 9mL de caldo
selenito cistina (CS). Com auxilio de uma alca niquel-cromo aliquotas do CS
foram plaqueadas por esgotamento em estrias em agar verde brilhante, agar
Hecktoen e agar MacConkey e incubados por 24h a 37° C. Caso n&do ocorresse
crescimento de unidades formadoras de colbnias sugestivas de Salmonella nos
meios seletivos utilizados, aliquotas do CS de 24h de incubacdo eram
transferidas com o auxilio de alca de niquel - cromo para 0s mesmos meios,
que eram incubados pelo mesmo tempo e a mesma temperatura.

Pescaram-se das placas em que houve crescimento, de trés a cinco
unidades formadoras de colbnias com caracteristicas morfolégicas de
Salmonella e transferidas para tubos contendo o agar triplice acucar ferro (TSI),
os quais foram incubados a 37° C por 18-24 horas. Isolados no &gar TSI com
crescimento sugestivo de Salmonella foram submetidos aos testes da producéo
de urease e do indol, da motilidade, de H,S , do malonato e lisina
descarboxilase. Submeteram-se aqueles isolados que apresentaram reacoes
bioquimicas compativeis com Salmonella ao teste soroldgico com antissoros
polivalentes somaticos. Amostras positivas a sorologia foram remetidas a
Fundacao Osvaldo Cruz (FIOCRUZ) em meio agar nutriente para tipificacéo e

confirmagéo do sorovar inoculado e recuperado.

Anélises estatisticas

No tratamento estatistico dos dados empregou-se o teste nao
paramétrico do qui-quadrado (X?) para avaliar a frequiéncia de colonizacéo de
orgdos entre as duas linhagens e as vias de inoculagcdo da Salmonella
Enteritidis (SAMPAIO, 1998).

Utilizou-se o procedimento General Linear Models do programa SAS
para 0s pesos medios dos sacos vitelinicos e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey (5%) (SAS, 1998).

RESULTADOS
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Experimento 1- linhagem de crescimento rapido-Ross

No Experimento 1, pintos originados de ovos inoculados na casca com a
Salmonella Enteritidis (Tratamento A;) apresentaram 50% (15/30) de meconios
positivos para o patdgeno. As aves inoculadas na cavidade alantdide (Tratamento B;)
apresentaram 76,66% (23/30) de mec6nios positivos para Salmonella Enteritidis,
perfazendo um total de 63,33% (38/60) de pintos nascidos infectados. As aves
inoculadas na casca (Tratamento A,) e na cavidade alantéide (Tratamento B;) com o
placebo apresentaram-se livres do patdgeno.

Observa-se na Tabela 1, o periodo de permanéncia do saco da
gema aos dias sete, 14 e 21 dias, verificando maior peso relativo do saco
vitelinico (P>0,05) para as aves inoculadas com Salmonella Enteritidis na

cavidade alantéide.

TABELA 1 - Valores médios do peso relativo (g/100 g de peso vivo) do saco
vitelino de frangos da linhagem Ross com um, sete, 14 e 21 dias de

vida.
Idade

Via de inoculacdo 1 7 14 21
Casca 10,82 0,21 0,03 0,04
Cavidade alant6ide 16,07 0,31 0,09 0,01
Agente inoculado (A)
Salmonella Enteritidis (SE) 16,60 0,38 0,08 0,06
Placebo 10,30 0,05 0,07 0,00
Fator de variagao (%)
\% 2,15 ns ns ns
A 1,17 ns ns ns
V XA 1,91 ns ns ns
CV(%) 15,066 191,48 167,94 279,11

Nota-se na Tabela 2 que a interacdo entre vias de inoculacdo e o
agente inoculado para o primeiro dia de foi significativo (P<0,05). Verifica-se
que o peso relativo dos sacos vitelinicos diferiu estatisticamente (P<0,05)
guando a Salmonella Enteritidis foi 0 agente inoculado na cavidade alantdide
em relacdo ao grupo inoculado com o placebo e o patégeno inoculado na
casca. Todavia, o placebo nao determinou diferengas (P>0,05) em nenhuma

das vias inoculadas.
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TABELA 2- Desdobramento das intera¢des significativas entre os fatores via de
inoculacdo e agente inoculado para o peso relativo (g/100 g de peso
vivo) do saco vitelino

Via de inoculagéo

Casca Cavidade alantéide
Agente inoculado
Salmonella Enteritidis 12,26 Aa 14,94 Bb
Placebo 11,09 Aa 10,30 Aa

Letras mailsculas (minUsculas) diferentes na mesma coluna (linha) diferem estatisticamente pelo
teste de Turkey (5%)

Observa-se na Figura 1 que a Salmonella Enteritidis foi recuperada
em 87,50% (14/16) dos cecos analisados, em 81,25% (13/16) dos papos, em
50,00% (8/16) dos figados; em 50% (8/16) dos sacos vitelinicos e em 31,25%

(5/16) dos coracoes.
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FIGURA 1 - Frequéncia de isolamentos da Salmonella Enteritidis de érgéos
aparentemente saudaveis.
Da analise dos resultados histopatolégicos sumarizados na
Tabela 4, observa-se que a inflamacao consistiu de infiltrado de células
mononucleares com predominancia de macrofagos e/ ou linfocitos, necrose
no figado e hemorragia no coracdo. No papo, ndo se constatou nenhuma

lesédo macroscopica sugestiva de inflamacao.
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TABELA 4 -Principais alteracdes histopatologicas observadas em 6rgdos de aves
Ross aparentemente saudaveis, oriundas de ovoS

experimentalmente inoculados pela Salmonella Enteritidis,
sacrificadas aos um, sete, 14 e 21 dias vidas.

1 dia 7 dias 14 dias 21 dias

[ICM [ICM IICM [ICM

Coracéao ++* ++* A +*
Figado A** ++ A +
Papo A A A A
Mucosa (jejuno, ileo, ceco) ++++ A A A
Mucosa (ileo, ceco) A A ++ ++
Mucosa+submucosa (duodeno, ceco) A ++ A A
Mucosa+ subumucosa (jejuno, ileo) A +++ ++ A
Mucosa+submucosa (ceco) ++

Mucosa+submucosa+ serosa (ceco) + ++ A

IICM = Inflamacgao consistiu no infiltrado de células mononucleares (macroéfagos e/ ou linfécitos);
apresentou hemorragia (*), apresentou necrose (**); A = auséncia de lesdes.

No coragédo, observou-se infiltrado inflamatério mononuclear discreto
e focal em 31,25% (5/16), sendo apenas dois com hemorragia discreta e focal
e um com hemorragia discreta e multifocal no epicéardio (Figura 2).

A andlise histopatologica do figado revelou alteracbes em 37,50%
(6/16), sendo em 18,75% (3/16) dos casos observados infiltrados inflamatérios
discreto multifocais e mononucleares (Figura 2), e necrose dos hepatocitos em
18,75% (3/16).

Os exames histologicos do duodeno revelaram infiltrados
inflamatdrios mononucleares de moderado a acentuado e difusos na mucosa e
submucosa de 12,50% (2/16) dos fragmentos analisados (Figura 2); enquanto
no jejuno 25,00% (4/16) de infiltrados inflamat6rios mononucleares moderado a
acentuado e difuso na mucosa; em 31,25% (5/16) os mesmos infiltrados de
discretos a moderados e difusos na mucosa e submucosa.No ileo infiltrados
inflamatorios de gravidade discreta a moderada e difusos em 25,00% (4/16) na
camada mucosa, e na mucosa e submucosa 37,50% (6/16) infiltrados
inflamatorios de gravidade discreta a moderada. Por outro lado nos cecos
evidenciou-se em 43,75% (7/16) infiltrado inflamatorio discreto a acentuado, e
de difuso e multifocal na camada mucosa, na mucosa e submucosa 18,75%
(3/16); discreto a moderado e difuso e multifocal. Nas camadas mucosa,
submucosa e serosa (Figura 2) observaram-se os mesmos infiltrados em
18,75% (3/16).

e
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Experimento 2- linhagem de crescimento lento-1SA Label

As aves do Tratamento A; que se originaram de ovos inoculados na
casca com a Salmonella Enteritidis, apresentaram 3/30 (10%) de mecoénios
positivos para o patdégeno. As aves do Tratamento B; inoculadas na cavidade
alantéide tiveram 8/30 (26,66%), perfazendo um total de 11/60 (18,33%) de
pintos que nasceram infectados. As aves do Tratamento A, inoculadas na
casca com o placebo, assim como as do Tratamento B, inoculadas na
cavidade alantéide também com o placebo apresentaram-se livres do
patogeno.
Quando se analisa a via de inoculagdo, a eclosdo, na Tabela 5, verifica-se que
0 peso do saco vitelinico apresentou maior peso relativo (P<0,05) quando se
utilizou a casca como via de inoculacao, entretanto a Salmonella Enteritidis n&o

influenciou o peso relativo do 6rgao.

TABELA 5 - Peso relativo (g/100 g de peso vivo) do saco vitelino de frangos da
linhagem ISA Label com um, sete, 14 e 21 dias de vida

Via de inoculacéo (V) 1 dia 7 dias 14 dias 21 dias
Casca 18,71b A A A
Cavidade alantéide 12,82a A A A
Agente inoculado (A)

Salmonella Enteritidis 15,28 A A A
Placebo 15,92 A A A
Fator de variacao (%)

\ 0,27 - - -
A ns - - -
V XA ns - - -
CV (%) 8,46 - - -

a, b - letras maiusculas (minusculas) diferentes na mesma coluna (linha) diferem estatisticamente.
(A) = auséncia do saco da gema
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A Salmonella Enteritidis foi recuperada em 38,12% (5/16) dos cecos;
em 3/16 (18,75%) dos sacos vitelinos analisados, em 2/16 (12,5%) dos papos,
em 1/16 (6,25%) dos figados; em 1/16 (6,25%) dos coracdes.
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FIGURA 3 - Recuperacao da Salmonella Enteritidis em érgéos de
aves aparentemente saudaveis.

Das analises histopatolégicas da ISA Label sacrificadas aos um,
sete, 14 e 21 dias de vida, detectaram-se alteracées do duodeno, do ceco e do
ileo, onde se identificaram infiltrados inflamatorios mononucleares na camada
mucosa de intensidade discreta e distribuicdo difusa em 12,50% (2/16). No
coracdo, constatou-se infiltrado inflamat6rio mononuclear discreto em 6,25%

(1/16) e hiperemia discreta no figado sé no dia da eclosdo em 6,25% (1/16).

DISCUSSAO

O saco vitelino nos primeiros dias pés-eclosdo € a maior fonte de
nutrientes para a ave, tendo papel na protecdo do aparelho digestivo, na
manutencdo e na produtividade do lote. Porém, segundo ALMEIDA et al.
(2003), nao existe consenso sobre os fatores que influenciam a utilizagdo do
seu contetdo poés-eclosdo. Observou-se diferente padrdo de resposta entre
tratamentos e linhagens em relacdo ao peso relativo do saco vitelinico. A

reducdo de peso do saco vitelinico foi observada com a idade, sendo que a
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linhagem de crescimento rapido apresentou menor peso relativo ao nascer e o
tempo de permanéncia de residuos da gema foi além do sete dias de vida. O
peso relativo do saco vitelinico foi superior (P<0,05) para aves Ross
provenientes de ovos inoculados na cavidade alantéide com Salmonella
Enteritidis.

Na linhagem ISA Label o peso relativo do saco vitelinico foi de
aproximadamente 10% em relacdo ao peso corporal do pinto e a absorcdo dos
residuos do saco da gema foi mais rapida, ndo havendo diferenca (P<0,05)
entre as aves inoculadas e as aves controle (NOY & SKLAN, 1998). Para a
linhagem Ross, o0s pesos relativos dos sacos da gema foram
consideravelmente maiores (P<0,05), entre pintos infectados e controle no dia
de eclosdo. Entretanto, observou-se persisténcia e maior peso relativo do saco
da gema aos sete dias (100%), com alteracdes macroscépicas de inflamacgéo
nas aves infectadas. A bactéria foi isolada dos contetudos do érgao aos sete, 14
e 21 dias.

Estes resultados sugerem que a absorcdo do conteudo do saco da
gema esta relacionada com a linhagem e a presenca do patégeno. Além dos
aspectos considerados por NOY et al. (1996), UNI et al. (1998) e NOY &
SKLAN (1999), deve-se ressaltar que a persisténcia de residuos da gema tem
papel epidemiolégico importante, pois 0s animais podem permanecer
portadores, albergando o agente no diverticulo de Meckel. De acordo com
DESMIDT et al. (1997), este é um aspecto relevante, pois em periodos de
estresses ou de doencas intercorrentes, podem levar ao recrudescimento da
infeccdo. Deve-se acrescentar que de acordo com WIGLEY (2004), ha
possibilidade de contaminacdo cruzada durante o transporte e o0
processamento no abatedouro.

Salmonella Enteritidis foi recuperada em 6rgaos coletados de pintos
aparentemente saudaveis das linhagens estudadas sacrificados com um, sete,
14 e 21 dias de vida. Salienta-se que as aves sacrificadas dos grupos
inoculados apresentaram, a necropsia, persisténcia do saco da gema. Contudo,
nos animais dos grupos controle, n&o foram registradas lesdes aparentes a néo
ser a persisténcia do saco Vvitelinico em duas aves com resultados

bacteriol6gicos negativos.



75

Das 16 amostras de ceco da linhagem Ross, 87,50% (14/16) das
aves foram bacteriologicamente positivas para Salmonella Enteritidis e em
75,00% (13/16) ocorreram infiltrados inflamatérios de células mononucleadas
na mucosa, e ou submucosa, com gravidade e distribuicdo variaveis. Para a
linhagem ISA Label, 38,12% (5/16) dos cecos bacteriologicamente positivos
para Salmonella Enteritidis apresentaram as mesmas lesdes histoldgicas
descritas anteriormente. GORHAM et al. (1994) detectaram, entre outras
lesbes do ceco, debris necroticos, infiltrados de heterdfilos, macréfagos e
aglomerados de bactérias.

DESMIDT et al. (1997), inoculando a Salmonella Enteritidis PT4 no
papo de aves SPF com um e quatro dias de vida, detectaram no ceco, trés
horas apos inoculacéo, infiltrado de heteréfilos (como Unica célula na lamina
propria de poucos animais) e na submucosa da maioria das aves.
Posteriormente, os autores encontraram infiltrados de macréfagos na
submucosa de muitas aves e na lamina prépria de poucas aves e serosite do
ceco. DHILLON et al. (2001) descreveram que a enterite foi primeiramente
caracterizada pelo aumento de linfocitos e macréfagos na lamina prépria do
ceco e, algumas vezes, do ileo, que se estendiam as camadas mucosa e
muscular. DESMIDT et al. (1998), inoculando altas doses de Salmonella
Enteritidis PT4, observaram aumento do nimero de linfocitos na lamina prépria
e na camada muscular do ceco e no intestino delgado de poucas aves.
Diferentemente, DESMIDT et al. (1997) e DHILLON et al. (2001) descreveram
que as lesdes ocorreram, preferencialmente, nas mucosas e submucosas com
predominéancia de células mononucleadas.

Por outro lado, os resultados bacteriolégicos dos meconios,
independente da via de inoculagdo experimental, indicaram que a linhagem
Ross apresentou 63,33% de excrecdo positiva para Salmonella Enteritidis,
comparada a frequéncia de 18,33% para os pintos ISA Label. A excrec¢éo fecal
entre as duas linhagens foi significativamente (P<0,05) diferente ao
nascimento. KRAMER et al. (2001) relataram que diferencas de colonizacao
cecal foram registradas com a Salmonella Enteritidis PT1 entre duas linhagens,
uma de corte e outra de postura, e atribuiram a diferenca as células fagociticas,

as respostas mediadas por células e a capacidade de producdo de anticorpos.
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BERTHELOT-HERAULT et al. (2003) observaram também que a colonizacio
do ceco foi diferente em quatro linhagens sugerindo diferentes respostas
imunes sistémicas e locais das aves.

A habilidade do sorovar em colonizar o trato gastrintestinal parece
estar relacionada com a imunidade inata do hospedeiro e a carga genética da
espécie, 0 que esta respaldado por BARROW et al. (1994) e KINGSLEY &
BAUMLER (2000). O estabelecimento da microbiota intestinal com a idade
(CORRIER et al., 1991), assim como o mecanismo de resisténcia idade-
dependente (DESMIDT et al., 1998) sao fatores que reduzem a excrec¢ao fecal.
Entretanto, mesmo poucas aves que permanegcam com colonizacdo cecal,
passardo a ser portadoras inaparentes do patdogeno até o ciclo final de
producdo, constituindo perigo potencial de contaminacdo de carcacas no
abatedouro.

Dos 16 ingluvios examinados, tanto da linhagem Ross quanto ISA
Label, nenhum apresentou alteracao histolégica até os 21 dias de vida, o que
estd de acordo com DESMIDT et al. (1997). Por outro lado, no mesmo 6rgéao,
em 81,25% (13/16) da linhagem Ross e 12,5% (2/16) da ISA Label, a
Salmonella Enteritidis foi recuperada. O numero elevado de isolamento neste
orgao pode ser atribuido ao jejum de 6-8h a que as aves foram submetidas,
possibilidade apontada por HUMPHREY et al. (1993) que relataram alta
frequéncia de Salmonella Enteritidis recuperada do inglavio ap6s 24h de
privacao de alimentos e por RAMIREZ et al. (1997), mas com jejum de 18h.

De acordo com HARGIS et al. (1995), o inglavio é considerado um
dos principais reservatérios da Salmonella e HINTON et al. (2000) relataram
que a retirada do alimento propicia reducéo da populacédo bacteriana produtora
de 4&cido latico, diminuindo a habilidade em inibir o crescimento de
microrganismos da familia Enterobacteriaceae. CHAMBERS et al. (1998)
afirmaram que o inglavio tem sido considerado fonte de contaminacdo de
carcacas durante o processamento, mesmo que esta colonizacdo apresente
tendéncia de declinar com a idade. Porém, mesmo um baixo indice de infeccéo
do oOrgao representa uma sé€ria ameaca para contaminacdo da carcaca de
frangos, como sustentado por HARGIS et al. (1995), pois 0 papo € mais

susceptivel a ruptura durante a evisceracdo do que o ceco. Para CHAMBERS
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et al. (1998), os swabs de inglavio parecem ser uma ferramenta util para
monitorar a contaminacgao por Salmonella em estabelecimento de abate.

Em 50% (8/16) dos figados da linhagem Ross e em 6,25%(1/16) dos
figados da ISA Label o patégeno foi recuperado. Nos exames histopatologico
inglavios légicos do figado da linhagem Ross notaram-se infiltrado inflamatorio
mononuclear e necrose dos hepatocitos com gravidade discreta e com
distribuicdo multifocal em 37,50% (6/16). Ja na linhagem de ISA Label, 6,25%
(1/16) dos figados avaliados apresentou hiperemia discreta. HUMPHREY et al
(1992) inocularam galinhas de 20 semanas de vida com Salmonella Enteritidis
e observaram focos de necrose e infiltragdo de heterofilos no figado apés cinco
dias da inoculacdo. HUMPHREY (1999) relatou que as infec¢Bes causadas por
esse agente em poedeiras se manifestam de maneira diferente dos frangos de
corte. DESMIDT et al. (1997), inoculando a Salmonella Enteritidis PT4 no papo
de aves SPF com um e quatro dias de vida, detectaram pequenos focos
inflamatorios até quatro dias poés-inoculacdo e necrose focal de hepatdcitos,
circundados por células inflamatérias do quarto ao sétimo dia. DHILLON et al
(1999) estudaram os efeitos da Salmonella Enteritidis PT4 em frangos de corte
Hubbard e detectaram necrose de hepatécitos com infiltrados de heterdfilos e
poucos linfocitos e macréfagos.

Em 31,25% (5/16) e em 6,25% (1/16) dos coracdes das linhagens de
crescimento rapido e lento, respectivamente, a bactéria foi recuperada.
Notaram-se também infiltrado inflamatério mononuclear no epicardio e
hemorragias em trés dos cinco 6rgdos examinados. GORHAM et al. (1994)
detectaram inflamacéo do pericardio com infiltracéo de heterofilos, macréfagos
e fibrina. DESMIDT et al. (1997) verificaram pericardite, miocardite com
infiltrados de macréfagos até 14 dias pos-inoculagdo e miocardite focal. Apos
21 dias de inoculagédo, ocorreu endocardite com infiltrados de muitos heterofilos
e poucos macrofagos. DESMIDT et al. (1998), inoculando altas doses de
Salmonella Enteritidis PT4, observaram infiltracdes linfociticas no epicardio e
miocardio de poucas aves e DHILLON et al. (1999) identificaram pericardite
linfocitica.

As alteracdes histopatoldgicas detectadas nos 6rgédos sao similares
as descritas por HUMPHREY et al. (1992), GORHAM et al. (1994), DESMIDT
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et al. (1997), DESMIDT et al. (1998), DHILLON et al. (1999), exceto pela
auséncia ou inexpressiva observacdo de heterdéfilos nos cortes histologicos
analisados, o que pode sugerir um processo infeccioso tendendo a cronicidade
onde as alteracbes microscopicas foram de intensidades mais discretas e
menos pronunciadas. Conforme ITO (1990), qualquer processo inflamatério
nas aves obedece a uma mesma seqiiéncia de altera¢cdes morfologicas, que se
inicia com alteragcbes vasculares rapidamente sucedida por exsudacao
significante de fluido plasmatico e heterdfilos, com afluxo de células
mononucleares apos a sexta hora.

Os resultados histolégicos associados aos bacteriolégicos da
linhagem Ross sugerem uma resposta inflamatéria com predominancia de
células inflamatérias mononucleares em 68,75% (11/16) no trato gastrintestinal,
em 31,25% (5/16) dos coracbes, em 18,75% (3/16) do figado e em 0% (0/16)
dos inglavios. Também HENDERSON et al. (1999), em estudos utilizando a
técnica de imunohistoquimica com inoculacbes experimentais com a
Salmonella Typhimurium, evidenciaram infiltrados inflamatdrios
predominantemente mononucleares no ceco e intestino delgado. VAN
IMMERSEEL et al. (2002), empregando 0 mesmo meétodo, ao investigar a
dindmica da invasdo da Salmonella Enteritidis, observaram que a resposta
inflamatoria foi predominantemente pelos macréfagos e linfocitos. KRAMER et
al. (2003) chegaram a mesma conclusdo sobre a capacidade do patdégeno de
invadir tecidos de frangos clinicamente saudaveis ao trabalharem com
diferentes linhagens de células in vitro.

No inicio da infeccao, interacdes intimas ocorrem entre a bactéria e
o hospedeiro que acontecem primariamente no ambiente do IUmen intestinal,
com posterior invasdo nas células epiteliais e fagocitarias (SOLANO et al.
1998).

Apés colonizagdo do intestino, as salmonelas sdo habeis para
penetrar a mucosa epitelial, iniciar e estabelecer um quadro de uma infeccao
sistémica. ApO0s a infeccdo, fagocitos iniciam a eliminacdo do agente. A
maturidade intestinal associada ao desenvolvimento dos tecidos linféides do
trato gastrintestinal pode ser um pré-requisito para eliminacdo da Salmonella
Enteritidis (DESMIDT et al. 1997 e HENDERSON et al. 1999).
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BEAL et al. (2004) observaram uma diminuicdo na duragdo da
infeccdo com a idade e relataram que, preliminarmente, os aglomerados
linféides sdo imaturos durante as primeiras semanas pos-eclosdo e seu
desenvolvimento pode ser um elemento fundamental para a eliminacdo da
Salmonella Enteritidis. Ja KRAMER et al. (2001) observaram que o ataque aos
tecidos dos hospedeiros € 0 passo mais importante para estabelecer a infec¢ao
bacteriana. Interacdes do agente com o epitélio tém mostrado a inducao de
alteracdes microscopicas de orgaos. QURESHI (1998) relatou que a primeira
linha de defesa imunoldgica € constituida pelos macréfagos e estes
representam um passo importante durante a interacdo com agentes
infecciosos. Em conclusdo, o autor afirmou que os macréfagos sédo células
efetoras cruciais nas respostas imunes inatas e adquiridas das aves.

DESMIDT et al. (1998) verificaram que a aderéncia de Salmonella a
mucosa intestinal constitui o primeiro passo para se estabelecer a infecgdo. A
eliminacdo do agente depende da resposta humoral e da resposta imune local
no intestino, que se desenvolvem apds o nascimento, sendo que a imunidade
local parece ser mais efetiva. QURESHI et al. (2000) descreveram que 0s
sistemas linféides organizados e nao-organizados constituem as duas
categorias do sistema imune das aves. Estruturas linféides nao-organizadas
distribuem-se através do intestino, representando o principal papel de defesa
do sistema imune e constituindo uma importante barreira aos patdgenos
externos. Componentes ndo-linféides do sistema imune incluem células que
propiciam uma defesa ndo-imunoldgica do hospedeiro. Os macréfagos de aves
tém sido apontados como destruidores de 80% da Salmonella apos
internalizacao.

Para KRAMER et al. (2003), vérios leucdécitos estdo envolvidos nas
reacdes para conter as infec¢cdes por Salmonella em aves. Os varios tipos de
leucécitos reagem diferentemente nas infec¢des, alguns eliminam a infeccéo e
outros podem efetivamente internalizar a bactéria, tornarem-se infectados,
veicular e causar a disseminacao. Além dos macréfagos, também as células T
e B podem veicular e promover a disseminagao no organismo.

Em uma infeccdo por Salmonella, alguns animais morrem, outros

podem permanecer como hospedeiro da bactéria sem apresentar nenhum
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sintoma, e este estado de ave portadora geralmente é o que estabelece a
conexao epidemioldgica entre as aves e os homens (BEAUMONT et al. 2004),
Destaca-se que estas informacbes s&o corroboradas neste estudo,
principalmente para a linhagem Ross.

A presenca de Salmonella Enteritidis em 6rgaos internos e evidentes
alteragbes histologicas ndo resultaram em sinais clinicos e alteracdes
macroscopicas, entretanto o presente estudo evidenciou a capacidade invasiva
da Salmonella Enteritidis PT4 principalmente na linhagem Ross. Considerando
que os animais foram submetidos aos mesmos tratamentos, aos mesmos
desafios e as mesmas condicdes de isolamentos e alimentagdo pode-se
apontar os componentes genéticos das linhagens dos frangos de corte pelas

diferencas observadas.

CONCLUSOES

Nas condi¢cbes do presente experimento pode-se concluir:

1. alinhagem Ross foi mais sensivel a infeccao experimental pela Salmonella
Enteritidis do que a ISA Label;

2. apresenca da Salmonella Enteritidis no saco vitelinico da linhagem Ross foi
mais freqlente e epidemiologicamente representa risco para a saude
publica;

3. 0 ceco, 0 jejuno e o ileo foram afetados pela Salmonella Enteritidis e o
papo, embora positivo para a Salmonella Enteritidis, ndo apresentou
nenhuma alteracdo histopatolégica nas linhagens estudadas;

4. a capacidade invasiva do patdgeno foi demonstrada, com maior freqiéncia,
nas duas primeiras semanas de vida nas linhagens estudadas entretanto a

ISA Label foi mais hébil em eliminar o agente do organismo.
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CAPITULO 5.ASPECTOS CLINICOS E ANATOMOHISTOPATOLOGICOS
DE PINTOS DE CORTE, ROSS E ISA LABEL, ORIUNDOS DE OVOS
INOCULADOS EXPERIMENTALMENTE COM Salmonella Enteritidis

FAGOTIPO 4

RESUMO: Com o objetivo de avaliar a capacidade invasiva e a persisténcia da
Salmonella enterica sorovar Enteritidis fagotipo 4 de origem aviaria, em
linhagens de frango de corte, foram conduzidos dois experimentos. O
experimento 1 foi realizado com a linhagem Ross (crescimento rapido) e o
experimento 2 com a linhagem ISA Label (crescimento lento - “pescogo
pelado”). Nos dois experimentos, 1,5 X 102 UFC/y 1m. de Salmonella Enteritidis
fagotipo 4 foram inoculadas por ovo através da casca e da cavidade alantéide
no momento da incubacédo para averiguar a excre¢ao fecal do patégeno até 35
dias de vida das aves, os sinais clinicos, as lesdes macro e microscoépicas e a
mortalidade até a terceira semana de vida. A Salmonella Enteritidis invadiu e
colonizou o trato gastrintestinal das duas linhagens, mas a infeccao declinou
com a idade, sendo mais persistente na linhagem Ross. O patdégeno foi
excretado de uma Unica ave ISA Label até 22 dias de vida e em quatro aves da
linhagem Ross até 35 dias. Os sinais clinicos gerais aliados a disfuncéo
intestinal foram mais pronunciados nas aves Ross. A mortalidade observada foi
de 25% (15/60) na linhagem Ross, e de apenas 1,66% (1/60) nas aves de
crescimento lento durante as trés semanas. Onfalite, enterite, pericardite e
perihepatite constituiram as principais lesées macroscopicas da linhagem de
crescimento rapido. No exame histopatolégico observou-se processo
inflamatorio com infiltrados de células mononucleares com predominéncia de
macréfagos e linfocitos no coragéo, duodeno, jejuno, ileo, ceco e figado. Pode-
se inferir que Salmonella Enteritidis colonizou o trato gastrintestinal, invadiu os
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orgaos de ambas as linhagens, porém as aves ISA Label foram mais
resistentes a infeccdo do que as aves da linhagem Ross.

Palavras-Chaves: colonizacao intestinal, infec¢éo, invasao, 6rgaos, resisténcia
geneética,

CLINICAL AND ANATOMOHISTOPATOLOGICAL ASPECTS OF TWO
BROILER ROSS E ISA LABEL ORIGINATED FROM EXPERIMENTALLY
INOCULATED EGGS WITH SALMONELLA ENTERITIDIS FAGOTIPO 4

ABSTRACT: In order to evaluate the invasive capacity and persistance of
Salmonella enterica sorovar Enteritidis phagotipe 4 of avian origin, in two broiler
lines, two experiments were carried out. The experiment 1 was done with Ross
line (fast growing rate) and experiment 2 was done with ISA Label (slow
growing rate — “naked neck”). In two experiments the same 1.5 X 10? UFClo 1mL
de Salmonella Enteritidis phagotipe 4 was inoculated in ovo through the
eggshell or allantoidal cavity at the incubation to averiguate the fecal excretion
of pathogen until 35 days of age, the clinical signs, the macro and microscopical
lesions and mortality rate until three weeks of age. The Salmonella Enteritidis
invaded and colonizated the gastrointestinal tract of the two lines tested, but the
the infection reduced with age, and was more persistant in Ross broilers. The
pathogen was excreted from just one chick of ISA Label at 22 days of age and
four Ross chicks until 35 days of age. The general clinical signs allied to
intestinal disfunction were more pronounced in Ross broilers. The mortality
observed was 25% (15/60) in Ross and just 1.66% (1/60) ISA Label broilers
during three weeks. Onphalitis, enteritis, pericarditis, perihepatitis constituted
the main macroscopic lesions in Ross. At histological exam, inflamatory process
observed with infiltrates of mononuclear cells with predominance of
macrophage and lymphocytes in heart, duodenum, jejunum, ileum, ceca and
liver. It is possible to conclude the gastrointestinal tract, invaded organs of both
genetic lines, but ISA Label was resistant to infection compared to Ross lines.

Keywords: chickens, colonization, infection, invasion, organs, genetic

resistance.

INTRODUCAO

Bactérias do género Salmonella sdo patdégenos facultativos,
intracelulares, capazes de infectar uma grande variedade de animais. A ave é
um dos mais importantes reservatorios que pode introduzir a Salmonella na
cadeia alimentar do homem, sendo o fagotipo 4 (PT4) o mais envolvido nos
casos das salmoneloses humanas nos dudltimos anos (GAST ,1997,
FERNANDEZ et al., 2001).
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A maioria dos sorovares existentes pode colonizar o intestino sem causar
doenca, entretanto Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis s&o
capazes de produzir doenca sob certas condicdbes em aves e infeccdes
alimentares (GAST, 1997, BARROW, 1999).

A habilidade dos sorovares de Salmonella em causar infeccdes
aparentes ou mesmo determinar um estado de portador esta associada a
imunidade inata do hospedeiro e ao repertdrio dos genes de viruléncia da
bactéria (BARROW, 1994; SIEBERS & FINLAY, 1996; KINGSLEY &
BAUMLER, 2000; WALLIS & GALYOV, 2000). De acordo com GAST (1997), a
possibilidade de estabelecer uma infeccdo pode envolver uma sutil inter-
relacdo entre a suscetibilidade do hospedeiro, a amostra e a dose infectante.

Uma das caracteristicas mais importantes da Salmonella Enteritidis
€ sua habilidade de causar doenca em aves ou determinar somente infeccao
(morbidade), sem sinais clinicos. Pode se instalar no trato gastrintestinal (TGlI),
colonizar o intestino e se disseminar para outros animais, no ambiente e ainda
ser incorporada aos alimentos e se constituir em problema de saude publica
(GAST & BENSON, 1995; HOFER et al.1997).

As perdas por Salmonella Enteritidis podem ter efeitos diretos na
producdo de aves ou indiretos pelo impacto em saude publica (BARROW,
2000). LISTER (1988) observou mortalidade de até 20% em infec¢des naturais,
como resultado de transmisséo vertical nas duas primeiras semanas de vida e
retardo no crescimento dos pintos de corte infectados por Salmonella
Enteritidis. FERREIRA et al. (1990) detectaram em infec¢cdes naturais, alta
mortalidade e em experimentais, pela inoculacédo oral, 0% de mortalidade. De
acordo com GAST (1994), a mortalidade ocorre no periodo final da incubacéao,
na caixa de transporte. Ocorre ainda quadro de onfalite, pintos com mortalidade
inicial aumentada com desenvolvimento desigual do lote, retardo no
crescimento e diarréia.

GORHAM et al. (1994) descreveram as principais lesdes e
observaram uma mortalidade de 21% em aves Specific Pathogen Free (SPF)
com um dia de vida quando inoculadas experimentalmente com Salmonella
Enteritidis fagotipo 13a, enquanto aves inoculadas com sete dias de vida

apresentaram mortalidade de 7%. DESMIDT et al. (1997) inocularam
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Salmonella Enteritidis em aves SPF de linhagem de postura com um dia de
vida e observaram sinais clinicos, alteragdes de 6rgdos e mortalidade nas duas
primeiras semanas de vida.

DHILLON et al. (1999), estudando a patogenicidade de varios
fagotipos de Salmonella Enteritidis, observaram alta mortalidade pelo PT4,
embora algumas aves se apresentassem aparentemente normais, mas com
menor peso. Destaca-se que segundo BARROW (2000) e BERCHIERI
JUNIOR (2000), a enfermidade € mais comum em aves jovens, entretanto,
podem viver em equilibrio no organismo.

As resisténcias de linhagens a Salmonella tém sido relativamente
pouco estudadas, mas sao apontadas como uma forma potencial de controle
do patégeno (WIGLEY, 2004). As diferencas de suscetibilidade de aves a
Salmonella foram descritas por HUNT (1941), citado por KRAMER et al. (2001),
também por BUMSTEAD & BARROW (1993) e GAST & BENSON (1995). Uma
ave selecionada geneticamente para maior desempenho zootécnico pode ser
um individuo que responda pobremente a desafios do sistema imune
(QURESHI, 2001). A suscetibilidade a infeccdo varia entre e dentro das
linhagens (BERTHELOT-HERAUT et al. 2003) e tem sido observada
associacdo genética de resisténcia a Salmonella em diferentes espécies
aviarias.

Salmonella Enteritidis representa um perigo para a exploracao
avicola, tanto em producdes convencionais como alternativas, tendo em vista a
possibilidade de causar episodios esporadicos ou surtos de infeccdo alimentar
em individuos suscetiveis, constituindo problema para sadde publica.

Produtores tém buscado criar aves sem antibiéticos promotores de
crescimento, visando obter produtos em acordo com o disposto na instrucao
normativa do Ministério da Agricultura e Abastecimento (MAA) DivisGes de
Operacdes Industriais/ Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem
Animal (DOI/DIPOA) n° 007/99 (BRASIL, 1999).

Pelo exposto, o presente trabalho teve como objetivos investigar,
atraves da excrecao fecal, dos sinais clinicos e dos achados macroscopicos e
microscopicos os efeitos da Salmonella Enteritidis PT4 de origem aviaria,

inoculada "in ovo”, em linhagens de corte, de crescimento lento - ISA Label - e
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de crescimento rapido - Ross - alimentadas com racdo vegetariana sem

antibiéticos promotores de crescimento.

MATERIAL E METODOS

Locais
Foram conduzidos dois experimentos no setor de Doencas de Aves,
nos Laboratérios de Bacteriologia e de Histopatologia do Departamento de
Medicina Veterinaria e no Isolamento do Hospital Veterinario da Escola de
Veterinaria (EV) da Universidade Federal de Goias (UFG)

Tratamentos e delineamento

Foram utilizados 240 pintos de corte, sendo 120 de crescimento
rapido, linhagem Ross, (Experimento 1) e 120 de crescimento lento ISA Label
(Experimento 2). As aves foram distribuidas de acordo com o0s seguintes
tratamentos: A;- constituido por 30 pintos oriundos de ovos inoculados na
casca com 0,1mL de suspensdo bacteriana contendo 1,5 X 10? unidades
formadoras de colbnias -UFC- de Salmonella Enteritidis PT4; A, - grupo
controle, constituido de 30 aves oriundas de ovos inoculados com solucdo
salina esterilizada tamponada a 0,85% (placebo); Bi1- constituido de 30 pintos
inoculados na cavidade alantéide com 0,1mL de suspensdo bacteriana
contendo 1,5 X 10? UFC de Salmonella Enteritidis PT4; B, -grupo controle,
também constituido de 30 aves oriundas de ovos inoculados da mesma
maneira que o B, com o placebo.

Os tratamentos A;, A, B1, B, de cada experimento, foram compostos
de cinco parcelas de seis pintos e mantidos nas mesmas condicdes em
diferentes locais de isolamentos. As aves foram alojadas em baterias de cinco
andares de ac¢o galvanizado, aquecidas com uma lampada incandescente de
60W, que foi mantido até 21 dias de idade. As baterias foram providas de
comedouros e bebedouros tipo linear, e bandeja para a retirada de excretas.
Agua e racéo foram disponibilizados ad libitum, sendo a ragdo sem antibiéticos
promotores de crescimento, elaborada atendendo a instru¢cdo normativa do
MAA DOI /DIPOA n° 007/99 (BRASIL, 1999).
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Duas vezes ao dia, as aves eram examinadas, sendo 0s sinais
clinicos anotados. Aquelas que morriam eram necropsiadas e as lesdes
anotadas em fichas proprias.

O coracao, o figado, o papo assim como fragmentos do duodeno,
jejuno, ileo e ceco das aves mortas foram removidos e cada pecga anatdmica foi
colocada em frascos identificados, que continham formol neutro tamponado a
10%. Os fragmentos do coracédo, figado e vesicula biliar, papo e contetudo
cecal foram destinados para exames bacteriolégicos. Dos pintos com um (15
horas de nascidos), oito, 22 e 35 dias de vida, coletou-se individualmente
meconio por compressdo da regido dorso-ventral da cloaca ou por swab
cloacal. No momento da primeira coleta, cada ave recebeu um numero de

identificacdo que foi colocado no pé na regido tarso-metatarsiana.

Exame histopatoldgico

Coletou-se 112 amostras que foram processadas de acordo com a
metodologia convencional de LUNA (1968) adotada pelo Laboratorio de
Patologia da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Goias.

Uma vez fixados por 24h em solucéo de formalina neutra tamponada
a 10% os fragmentos foram recortados, acondicionados em cassetes e
identificados. Em seguida foram lavados em agua de torneira para retirada de
excessos de pigmentos de formol e posteriormente desidratados em alcool
etilico em série crescente, desde 70% até alcool absoluto. Posteriormente
procederam-se a clarificacdo com xilol e impregnacdo em parafina histologica,
com ponto de fusdo a 56° C. Os fragmentos de 5 mm foram incluidos em
blocos de parafinas histolégicas, seccionados a cinco micrdmetros em
micrétomo rotativo, marca American-Optical, modelo Spencer-820, utilizando-
se navalhas descartaveis, laminados, e coradas pelo método de Hematoxilina -
Eosina (HE), sendo as laminas lidas em microscépio Optico de campo claro,
marca Carl Zeiss, modelo JENAVAL.

As lesbes foram classificadas de acordo com a gravidade, em
acentuadas, moderadas e discretas; quanto a distribuicdo, em focal, mutilfocal

e difusa; e quanto ao local, em serosa, submucosa e mucosa.
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Pesquisa Salmonella

A pesquisa da Salmonella Enteritidis foi realizada no coracdo, no
figado, no conteddo cecal, no inglavio e no saco vitelinico de cada ave em
acordo com a metodologia descrita em GEORGIA POULTRY LABORATORY
(1997), com algumas modificacBes. Imediatamente apds colheitas das
amostras, realizadas de forma asséptica, um grama de cada peca anatdbmica
foi pesado e homogeneizado em 9mL de caldo selenito cistina (CS). Com
auxilio de uma alca niquel-cromo, aliquotas do CS foram plaqueadas por
esgotamento em estrias em &agar verde brilhante, 4gar Hecktoen e &gar
MacConkey e incubados por 24h a 37 °C. Caso ndo ocorresse crescimento de
unidades formadoras de colbnias sugestivas de Salmonella nos meios seletivos
utilizados, aliquotas do CS de 24h de incubacdo eram transferidas com o
auxilio de alca niquel - cromo para 0s mesmos meios, que eram incubados
pelo mesmo tempo e a mesma temperatura.

Pescaram-se nas placas em que houve crescimento, de trés a cinco
unidades formadoras de colbnias com caracteristicas morfolégicas de
Salmonella, que foram transferidas para tubos contendo o agar triplice acucar
ferro (TSI), os quais foram incubados a 37 °C por 18-24h.

Submeteram-se os isolados no TSI com crescimento sugestivo de
Salmonella aos testes da producéao de urease e do indol, vermelho de metila,
da motilidade e H,S (SIM), malonato e lisina descarboxilase. Aqueles isolados
gue apresentaram reacdes bioquimicas compativeis com Salmonella foram
submetidos ao teste sorolégico com antissoros polivalentes somaticos.
Amostras positivas a sorologia foram remetidas a Fundacdo Osvaldo Cruz
(FIOCRUZ) em meio agar nutriente para confirmacdo do sorovar inoculado e

recuperado.

Anélises estatisticas
Empregou-se o teste ndo paramétrico do qui-quadrado (X*) para
avaliar a ocorréncia de diferenca significativa entre a excrecdo fecal, a

mortalidade das linhagens e entre os tratamentos (SAMPAIO,1998).
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RESULTADOS e DISCUSSAO

Os swabs cloacais dos pintos indicaram colonizacdo intestinal da

Salmonella Enteritidis nas duas linhagens estudadas, tanto pela inoculacdo
experimental da casca quanto da cavidade alantéide (Quadro 1).
Nos ovos inoculados na casca pelas maos contaminadas, observou-se 3/30
(10%) de positividade nos pintos infectados no dia um; 4/28 (14,28%) no dia 8;
0/24 (0%) no dia 22 (0%); 0/24(0%) no dia 35 para a linhagem de crescimento
lento - ISA Label, enquanto para a linhagem de crescimento rapido os
resultados foram: 15/30 (50%), 19/26 (73,07%); 5/20 (25%); 3/20 (15%) de
excrecao fecal positiva para as mesmas idades respectivamente.

Para os ovos inoculados através da cavidade alantéide, simulando
desta forma a transmisséo vertical, as frequéncias observadas para pintos
infectados foram 8/30 (26,66%); 4/27 (14,81%); 1/23 (4,35%); 0/23 (0%) para
linhagem ISA Label e 23/30 (76,76%); 15/25 (60%); 3/13 (3,08%); 2/13
(15,38%) para a linhagem Ross para o primeiro, oitavo, 22° e 35° dias de idade,
respectivamente.

Da andlise dos resultados, pode-se inferir que tanto a via de
inoculacdo quanto a linhagem influenciaram (P<0,05) na excrecdo da
Salmonella Enteritidis. A via de inoculagdo na casca incrementou a
percentagem de aves infectadas até o oitavo dia, sugerindo que as aves que
nao foram infectadas na incubadora infectaram-se pelo contato indireto pelas
excretas contaminadas nas baterias. Estes achados sdo respaldados por
BAILEY et al. (1994), que registraram contaminagdo cruzada durante o
crescimento dos frangos no periodo de um a sete dias de vida.

Notou-se ainda que ocorreu diminuicdo da taxa de recuperacao do
patdgeno no decorrer do experimento, a partir da segunda semana na
inoculagcdo pela casca e partir da primeira semana em ambas formas de
inoculacdo e nas duas linhagens (Quadro 1). Resultados semelhantes foram
observados por BARROW (1991), quando inoculou pintos de corte recém
eclodidos com a Salmonella Enteritidis PT4 e observou que excre¢ao diminuiu

com o tempo e persistiu até oito semanas.
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As aves ISA Label infectadas pela casca excretaram a bactéria
somente até a segunda semana de vida. Em duas aves que nasceram
infectadas o agente foi eliminado a partir da primeira semana e a Salmonella
Enteritidis n&o foi reisolada até os 35 dias de vida. Entretanto, trés novos
individuos apresentaram resultados positivos s6 na segunda colheita e a
bactéria ndo foi mais recuperada do conteudo fecal até o final do experimento.
Os pintos de crescimento lento oriundos de ovos inoculados na cavidade
alantéide néo se infectaram ap0s 0 nascimento e o patdgeno foi recuperado em
apenas uma ave até os 22 dias. Os animais que se originaram da inoculacdo
na casca mostraram uma menor frequéncia (p>0,05) de excrecdo de
Salmonella Enteritidis do que os oriundos através da cavidade alantdide
(Quadro 1 e Figura 1).

As aves que compuseram as linhagens de crescimento lento e
rapido apresentaram excrecao intermitente da Salmonella Enteritidis de 0/60
(0%) e 5/60 (8,33%), respectivamente. Em 39/60 (65%) das aves ISA Label e
12/60 (20%) da linhagem Ross a bactéria ndo foi recuperada em nenhuma
amostra cloacal colhida e em 0/60 (0%) e 3/60 (5%) o inéculo foi reisolado em
todo periodo do experimento.

Como o numero de aves infectadas nas duas linhagens estudadas
declinou com a idade (Quadro 1 e Figura 1), pode-se deduzir que o
estabelecimento da microbiota intestinal nas primeiras semanas de vida, assim
como o desenvolvimento do sistema imune, tenham contribuido com este
resultado, o que esta em acordo com CORRIER et al. (1991). Segundo
DESMIDT et al. (1998) e BEAL et al. (2004), o mecanismo de resisténcia idade-
dependente, compreendido como imunidade idade-dependente, provavelmente
pode ser correlacionado ao desenvolvimento do sistema imune e a producao
de anticorpos locais do intestino. BERTHELOT-HERAULT et al. (2003)
observaram que a colonizagdo do ceco foi diferente em quatro linhagens
estudadas e atribuiram também ao envolvimento das respostas imunes

sistémicas e locais das aves.
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QUADRO 01 —Excregdo de Salmonella Enteritidis PT4 em pintos das linhagens ISA
Label e Ross com um, oito, 22 e 35 dias de idade provenientes de ovos
inoculados experimentalmente.
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Legenda: (A) inoculado na casca, (B) inoculado na cavidade alantéide, (-) resultado bacteriolégico negativo; (+) resultado

bacterioldgico positivo; (R) aves retiradas de acordo com o delineamento; (M) aves que morreram durante o experimento.
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FIGURA 1- Percentagem de aves com excregao positiva de Salmonella Enteritidis

Verifica-se na Figura 1 que a linhagem ISA label apresentou menor
indice de infeccdo e menor tempo de permanéncia da bactéria no trato
gastrintestinal, sendo habil em eliminar a bactéria de seu organismo. Esta
afirmacao encontra respaldo em BARROW (1994) e KINGSLEY & BAUMLER
(2000), que relataram a habilidade dos sorovares de Salmonella causarem
infeccbes, ou mesmo determinar um estado de portador, pode estar
correlacionada com a imunidade inata do hospedeiro e ao repertério genético
presente em cada individuo da populagéo.

O swab cloacal como método de monitoramento da excrecdo de
Salmonella apresenta limitagdes, porque este patégeno tem habilidade de ser
excretado de forma intermitente e pode ser eliminado em pequenas
quantidades pelas fezes, o que dificulta sua deteccao. Entretanto, ndo deve ser
descartado como método de controle, porque apresenta as vantagens de ser
de facil execucdo e de baixo custo. Em funcdo destas vantagens, o método foi
adotado neste estudo para avaliar e comparar a capacidade das linhagens de
crescimento lento e rapido, alimentadas sem antibioticos promotores de
crescimento, de eliminar o patégeno do organismo.

A adocdo deste método pode viabilizar a avaliacgdo dos

procedimentos de controle utilizados em criacbes avicolas com sérios
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problemas sanitarios de Salmonella Enteritidis, antes que as aves sejam
encaminhadas para o abate. Desta forma, pode-se evitar ou reduzir a
introducdo da bactéria na linha de processamento, as possiveis contaminacdes
cruzadas e a participacdo do agente na cadeia alimentar do homem. Cabe
ressaltar que niveis de infecgcdo menores que 5% podem contaminar os frangos
durante o transporte e as carcacas no decorrer do processamento e determinar
niveis elevados de contaminacdo do produto final, acima de 50% (BARROW,
2000).

TABELA 1- Freqliéncia da mortalidade atribuida a Salmonella Enteritidis em pintos
oriundos da exposicdo experimental na casca e na cavidade alantdide de
duas linhagens de frango de corte ate 21 dias de vida.

Linhagens .
Total mortalidade
Idade ISA Label Ross
Semanas Tratamento Linhagens
Aq B, Aq B, ISA Label Ross
%(n) %(n) %(n) %(n) %(n) %

Primeira  0(0/30)a 3,33(1/30)a* 6,66(2/30)b  10,00(3/30)b 1,66(1/60)a  8,33(5/60)b
Segunda  0(0/28)a  0(0/27)a 7,70(2/26)b  20,00(5/25)b 0(/0/55)a  13,72(7/51)
Terceira  0(0/26)a  0(0/25)a 0(0/24)a 17,65(3/17)b 0(0/51)a 7,31(3/41)b
Acumulada  0(0/30)  3,33(1/30) 13,33(4/30) 36,66(11/30) 1,66(1/60)a 25,0(15/60)b

* |etras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas a 0,05%

A1 =pintos oriundos de ovos inoculados com SE na casca, Az =controle do A;; B1 =pintos oriundos da
inoculagdo com SE na cavidade alantdide; B, = controle do B;

A taxa de mortalidade entre as linhagens ISA Label e Ross, durante
os 21 dias de vida, também apresentou diferenca (P<0,05) (Tabela 1).
Enquanto a linhagem ISA Label apresentou mortalidade de 0% quando
inoculada na casca e de 3,33% quando inoculada na cavidade alantbide e
mortalidade acumulada de 1,67%; a linhagem Ross apresentou 13,33%
guando inoculada na casca e 36,66% na cavidade alantdide, com mortalidade
acumulada de 25%. O’'BRIEN (1988), GAST & BEARD (1989) e CORRIER et
al. (1991) citaram que em inoculagdes experimentais por Salmonella Enteritidis,
em aves jovens foi observada maior mortalidade na primeira semana de vida.
JA& BARROW (1991), quando inoculou diretamente no inglavio diferentes
fagotipos de Salmonella Enteritidis, com 24h apds o nascimento, observou que
o0 PT4 determinou mortalidade de 96% em pintos de corte e 23% em de
postura. GAST & BENSON (1995) inocularam aves SPF, de corte e de postura,
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com um dia de vida com o PT4 de diferentes fontes e observaram indices de
mortalidade de 5 a 28,8% em corte, e 11,3 a 68,8% em postura,
respectivamente. DESMIDT et al. (1997), estudando a patogenicidade da
Salmonella Enteritidis, detectaram 8% de mortalidade para aves SPF de
postura inoculadas diretamente no inglavio com um dia de vida.

DHILLON et al. (1999), inoculando o inglivio de aves da linhagem
Hubbard com um dia de vida, verificaram mortalidade de 16,67%. Por sua vez,
FERNANDEZ et al. (2001) verificaram mortalidade maior de 23% em frangos
de corte quando utilizaram a mesma via de inoculacédo e idade. J4 DHILLON et
al. (2001) verificaram uma taxa de mortalidade de 7,6% quando inocularam o
agente de origem aviaria em aves de postura SPF no inglivio. Em contraponto,
a esta informacdo, quando o mesmo sorovar e fagotipo utilizados foram de
fontes diferentes né&o determinaram mortalidade nos grupos inoculados.
Todavia, HINTON et al. (1989) inocularam pintos de um dia através de
alimentos com a Salmonella Enteritidis e ndo detectaram mortalidade, sinal
clinico ou lesdes. Entretanto, o patégeno foi recuperado do contetdo cecal e do
figado, indicando que ocorreu a colonizagcdo do intestino e afirmando a sua
capacidade invasiva.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 1, pode-se inferir
que os pintos oriundos da inoculacdo in ovo se infectaram. A mortalidade na
linhagem ISA Label s6 ocorreu na primeira semana de vida em 1,66% (1/60)
das aves, inferior ao valor de 25% (15/60) observado na linhagem Ross,
registrada durante as trés semanas dos experimentos. Isto sugere que a
resisténcia natural da linhagem ISA Label contribuiu para a menor mortalidade
das aves de crescimento lento. BERTHELOT-HERAUT et al. (2003)
informaram que a taxa de mortalidade pode ser utilizada como um dos critérios
de determinacdo de suscetibilidade as varias doencas sistémicas. No presente
estudo, a diferenca dos indices de mortalidade entre as duas linhagens
encontra respaldo na pesquisa de GAST & BENSON (1995), embora esses
autores tenham trabalhado com linhagens diferentes (postura e corte) e
utilizado outra via de exposicao.

Mesmo ndo quantificando, notou-se visualmente que as aves nao

tiveram um desenvolvimento corporal semelhante. Os grupos inoculados se
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apresentaram com desenvolvimento desigual e os sinais clinicos registrados
podem ser visualizados na Tabela 2. Nota-se que 0s sinais clinicos gerais
foram compativeis com um quadro septicémico. Mas FERREIRA et al. (1990),
em infeccBes naturais, identificaram sinais similares e também diferentes.
Dentre os similares destacaram-se os distdrbios entéricos e dentre os
diferentes torcicolos.

J4 BARROW (1991), DESMIDT et al. (1997), BARROW (2000) e
FERNANDEZ et al. (2001) verificaram sinais semelhantes aos descritos na
Tabela 2, em aves inoculadas experimentalmente, assim como 0s registrados
por OBRIEN (1988) em infeccBes naturais. Também GAST (1994) relatou que
embrides infectados podem dar origem a aves com aspecto ruim e com
comprometimento do desenvolvimento do lote. Todavia, HINTON et al. (1989)
ndo observaram nenhum sinal clinico em aves de corte recebendo alimentos

contaminados.

TABELA 2 - Sinais clinicos observados em pintos de duas linhagens de frango de corte
originados de ovos experimentalmente inoculados na casca e cavidade

alantéide.
Linhagens
Total
Sinais Clinicos ISA Label Ross
Tratamento Linhagens
A B, A B, ISA Label Ross

Aves alojadas 30 30 30 30 60 60
Mortas sem sinais - - - 3 - 3
Asas caidas/penas arrepiadas - 1 2 8 1
Apatia - 1 1 10 1
Sonoléncia - 1 1 10 1 11
Cloaca suja 2 5 14 22 7 36
Tamponamento cloaca - 12 12 - 16
Incoordenacao - - 1 2 - 3

-= auséncia dos sinais

Aliados aos sinais gerais, foram observados disturbios do trato
gastrintestinal (Figura 2). Em alguns animais que manifestaram somente estes
disturbios, verificou-se que no decorrer do experimento estes desapareceram,
podendo-se afirmar que se recuperaram clinicamente. A cloaca suja e 0 seu
tamponamento foram os sinais clinicos mais freqlentes nas duas linhagens,

sendo maior o numero de pintos acometidos na linhagem Ross. Estes dados
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confirmam parcialmente as afirmacées de BARROW (2000) de que nao existe
clareza na ocorréncia de enterite em aves infectadas pela Salmonella
Enteritidis, mas o acumulo de excretas na regido pericloacal caracteriza certa

disfuncéo intestinal quando a via de inoculacéo ocorre por via digestiva.
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D E
FIGURA 2- Sinais de distarbios gastrintestinais (A); Sinais gerais (B);Onfalite
(C);pericardite(D); Perihepatite(E)
Verifica-se também, pelo nimero de aves com sinais clinicos

evidentes (Tabela 2), que o repertdrio genético da linhagem ISA Label
determinou uma menor gravidade da infeccdo na linhagem de crescimento
lento.

Imediatamente apds a identificacdo de aves mortas, realizou-se o
exame necroscopico e as alteragdes macroscopicas foram anotadas em fichas
individuais sendo que os resultados estdo representados nas Figuras 2 e 3.
Observou-se que onfalite, peritonite, pericardite, perihepatite e lesdes de

intestino (tiflite) foram as alteragBes mais registradas.
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Na linhagem ISA Label os achados podem ser considerados
escassos e discretos. A necropsia, detectaram-se alteragdes no saco vitelinico
(aumento de volume, contedudo de consisténcia endurecida e aderéncia ao
abdbémen), além de exsudato viscoso de cor amarelada no ceco e duodeno e
congestdo hepatica. Constatou-se, também, que a linhagem Ross mostrou
alteracdes mais pronunciadas no saco vitelinico, ceco e figado, além do
aparecimento de lesdes no coracdo, peritdnio e articulacdo tibio-tarsica. O
orgao mais afetado foi 0o saco vitelinico, onde a onfalite e a persisténcia do
saco da gema foram os achados anatomopatoldgicos predominantes na
linhagem Ross em 25% (15/60), que foram seguido pelas lesbes de ceco em
16,66% (10/60), pericardite em 11,66% (7/60) e hepatite em 10% (6/60).

Estudos realizados por BARROW (1991), GORHAM et al.
(1991,1994), DESMIDT et al. (1997), DHILLON et al. (1999, 2001) mostraram
achados similares variando o grau e o nivel de comprometimento dos 6rgaos.
Acrescenta-se que GAST (1994) observou embrides infectados com quadros
de onfalite. FERREIRA et al. (1990) igualmente observaram pericardite e
perihepatite em pintos infectados naturalmente, mas detectaram também a
ocorréncia de esplenomegalia, aerossaculite e nefrite. Tais diferengcas podem
ser decorrentes do fagotipo envolvido no processo e também ao delineamento
experimental. Por outro lado, HINTON et al. (1989) ndo registraram lesées,
embora tenham demonstrado a capacidade invasiva da Salmonella Enteritidis
em aves jovens, tanto no intestino quanto em outros 6rgaos.

A possibilidade de estabelecer uma infec¢cado pode envolver uma sutil
inter-relacdo entre a suscetibilidade do hospedeiro, a amostra e a dose
infectante (GAST 1997). A via de inoculacdo, a dose infectante, a idade, a via
de infeccao, a viruléncia da cepa, o fagotipo e o repertério genético determinam
a gravidade dos processos infecciosos por Salmonella Enteritidis como
acrescentaram BARROW (1994), SIEBERS & FINLAY (1996), KINGSLEY &
BAUMER (2000) e WALLIS & GALYQOV (2000). Como neste trabalho somente
variou a linhagem estudada, pode-se inferir que a ave ISA Label manifestou-se

mais resistente a infecgao.
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FIGURA 3 -Achados anatomopatol6gicos registrados nas aves Ross e ISA
Label oriundas de ovos inoculados com Salmonella Enteritidis PT4
A avaliagdo histopatolégica dos O6rgaos, bacteriologicamente
positivos para Salmonella Enteritidis, da Unica ave ISA Label que morreu,
demonstrou que o figado apresentou hiperemia, infiltrados inflamatoério
acentuado e multifocais de células mononucleadas associados a necrose de
hepatécitos. No coracdo, duodeno, jejuno, ileo e ceco identificaram-se
infiltrados inflamatérios acentuados e multifocais com células mononucleadas.
Na avaliacdo histopatologica dos oOrgdos bacteriologicamente
positivos para Salmonella Enteritidis, das aves da linhagem Ross que
morreram, detectaram-se nos coracdes infiltrado mononuclear
predominantemente linfocitario moderado no epicardio, com hiperemia e
hemorragia em 13,33% (2/15), moderado e focal em 13,33% (2/15), moderado
e multifocal associado a necrose multifocal e moderado em 6,66% (1/15), com
discreto e focal em 6,66% (1/15), com infiltrado acentuado e focal com
aglomerados de bactérias em 13,33%(2/15). No miocardio observou-se
necrose multifocal discreta em 26,66% (4/15) e verificou-se ainda uma
associacdo entre o processo inflamatério e a presenca de necrose em 40%
(6/15) das aves que morreram.
Na analise histopatologica do figado identificaram-se discreto e
multifocal infiltrado de células mononucleares em 20% (3/15), infiltrado
inflamato6rio mononuclear acentuado e multifocal em 13,33% (2/15) e infiltrados

inflamatorios moderados a discretos e multifocais em 26,66% (4/15), sendo que



104

em 40% (6/15) ocorreu associacdo do processo infamatério com necroses de
hepatécitos em 26,66% (4/15).

Na avaliacdo histopatoldgica dos segmentos do trato gastrintestinal
nao foram encontradas lesfes inflamatorias microscopicas no inglavio, embora
a recuperacdo da bactéria tenha ocorrido em 81,25 % (13/15) das aves que
morreram da linhagem Ross e na Unica da linhagem ISA Label.

No duodeno, infiltrados inflamatdrios de células mononucleares

classificados como discretos a acentuados e difusos a multifocais foram
encontrados na camada mucosa (lamina prépria), com moderada hiperemia em
40% (6/15) das aves e auséncia de vilos em 6,66% (1/15) e em 13,33% (2/15)
observou-se discreta hemorragia. Infiltrados inflamatérios de células
mononucleares discretos e multifocais na camada submucosa ocorreram em
20% (3/15) e também infitrados acentuados e difusos de células
mononucleares nas serosas em 20% (3/15) das amostras analisadas.
Infiltrado de células mononucleares na camada mucosa (lamina propria),
discretos a acentuados e difusos a multifocais foram constatados no jejuno em
60% (9/15) das aves associados a hiperemia difusa em 13,33% (2/15) dos
casos avaliados. Na camada serosa, infiltrados discretos e difusos foram
detectados em 20% (3/15) das aves analisadas.

Em relacdo ao ileo, foram descritos infiltrados de células
mononucleares na lamina proépria, discretos a moderados e difusos em 60%
(9/15) e em 13,33% (2/15) na camada serosa das aves. JA nos cecos,
infiltrados de células mononucleares discretos a moderados e difusos foram
identificados em 40% (6/15) das aves analisadas, tanto na lamina propria como
na camada serosa.

FERREIRA et al. (1990) observaram degeneragao vacuolar focal e
acumulo de células mononucleares nos hepatécitos, e também pericardite e
miocardite com predominancia de células mononucleares. GORHAM et al.
(1994) constaram inflamagcdo com infiltrados moderados de heterofilos e
macrofagos no pericardio que se estendeu ao miocardio e também ao
duodeno. DESMIDT et al. (1998) também encontraram lesdes
anatomohistopatolégicas nas aves que morreram durante seus estudos e

concluiram que foi um processo septicémico causado pela Salmonella
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Enteritidis. DHILLON et al. (2001) relataram que a enterite foi primeiramente
caracterizada pelo aumento de linfocitos e macréfagos na lamina prépria no
ceco, algumas vezes no ileo, que se estendiam as camadas mucosa e
muscular. Para HOERR (2003), a Salmonella invade e passa através das
células epiteliais e atinge os vasos linfaticos, estimulando a inflamacao do
intestino, disseminando-se posteriormente para outros 6rgaos.

As alteracfes descritas nos tecidos analisados sugerem que as aves
das duas linhagens morreram em decorréncia de um processo septicémico no
qual se registraram hiperemia, infiltrados inflamatérios com predominéncia de
linfécitos e macréfagos no intestino, coragéo e figado; hemorragia e infiltrados
inflamatdrios de células mononucleares e necrose associada, ou nao, ao
processo inflamatério. Estes resultados provavelmente refletem a patogénese
de bactérias do género Salmonella, que sédo parasitas intracelulares que podem
ser fagocitadas por macréfagos, ou também escaparem do sistema de defesa,
multiplicarem-se e disseminarem-se.

Conforme ITO (1990), qualquer processo inflamatério nas aves
obedece a mesma sequéncia de alteracbes morfolégicas. Inicia com as
alteracbes vasculares e € rapidamente sucedido por uma exsudacao
significante de fluido plasmatico e de heterofilos. Apds a sexta hora, observa-se
um afluxo de células mononucleares. Ao final dos eventos do processo
inflamatério, a célula predominante é o fagécito mononuclear. As diferencas
identificadas nos tipos celulares predominantes podem ser atribuidas ao
delineamento experimental ou a viruléncia das amostras ou mesmo do fagotipo
de Salmonella Enteritidis presente.

Pelos resultados apresentados, a linhagem ISA Label foi mais
resistente a infeccdo pela Salmonella Enteritidis do que Ross. BUMSTEAD &
BARROW (1993), estudando a resisténcia contra Salmonella gallinarum,
Salmonella pullorum e Salmonella enteritidis, sugeriram que pode haver um
mecanismo geral de resisténcia que pode se aplicar a todos os sorovares de
Salmonella. Observaram também que as linhagens diferiram em suscetibilidade
a esses agentes e que a resisténcia pode ser devida a habilidade do sistema
fagocitico em conter a infeccdo. KRAMER et al. (2001) detectaram também

diferencas de sensibilidade entre duas linhagens de corte quanto a colonizacéo
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do intestino e invasao em 6rgaos. WINGLEY et al. (2002) encontraram lesdes
nas aves suscetiveis e menos pronunciadas nas resistentes. As lesGes foram
confinadas ao baco e figado, sendo que no figado constataram infiltracdo de
leucdcitos, particularmente heterdéfilos. Os autores concluiram que dois dias
apos a inoculacdo oral, nenhuma diferenca foi encontrada na percentagem e
no namero de bactérias recuperadas no intestino, indicando que a resisténcia é
expressa no sistema reticuloendotelial. Informaram, ainda, que a resisténcia
genética as salmoneloses sistémicas limita a disseminacdo de bactérias em
orgdos e previne a bacteremia. A resisténcia parece ser expressa pelos
fagdcitos mononucleares e estd relacionada com o aumento da morte
intracelular da Salmonella dentro de macrofagos.

Os resultados da resisténcia genética da ave frente a Salmonella
sdo dificeis de comparar com os obtidos nesse estudo, porque parte das
observacbes desta resisténcia se deve a uma série de fatores incluindo idade,
linhagem, variabilidade genética individual e de populacdo, dose infectante, via
de inoculacéo, fatores ambientais e nutricionais, estresse, niveis de protecéo
transferidos de pais aos filhos. Entretanto, neste trabalho, a linhagem de
crescimento lento foi mais habil para eliminar a Salmonella Enteritidis e pode
ser considerada de menor perigo para as criagdes alternativas e comerciais e

para o homem.

CONCLUSOES

Nas condi¢cbes do presente estudo pode-se concluir que:

1-a Salmonella Enteritidis foi habil em colonizar o trato gastrintestinal nas duas
linhagens estudadas, sendo que as aves de ISA Label apresentaram menor
frequéncia e periodo de excrecao fecal;

2-0s principais sinais clinicos observados foram de um quadro septicémico
aliados a disturbios gastrintestinais na linhagem Ross;

3-onfalite, pericardite, perihepatite e enterite foram os principais achados
anatomopatoldgicos na linhagem Ross;

4-a linhagem de crescimento lento foi mais habil em eliminar a Salmonella

Enteritidis, foi mais resistente ao desenvolvimento de lesbes, de sinais
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clinicos e a ocorréncia de mortalidade sendo, portanto mais resistente e mais

indicada para criagdes em sistemas alternativos.

11.
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CAPITULO 5- CONSIDERACOES FINAIS

A seguranca alimentar esta aliada ao manejo, aos procedimentos de
biosseguranca, as boas praticas de fabricacdo e ao tipo de criacbes de
animais. Os produtores tém adotado procedimentos de criacdo que conciliam a

producéo as necessidades culturais dos consumidores.
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Aspectos sanitarios aliados a qualidade da dieta devem estar
relacionados ao sistema de producdo e garantir a viabilidade econdmica.
Sistemas de producéo avicola ndo convencionais, sem antibiéticos promotores
de crescimento, que utilizam dieta vegetal e linhagens de crescimento lento,
levam a aumentos no custo de producao, mas por outro lado agregam valores
aos produtos tendo em vista o aspecto natural. Destaca-se que um alimento
seguro € uma exigéncia e um direito de qualquer consumidor, independente de
sua situacdo socio econbmica e cultural. No entanto, ocorréncias de
enfermidades transmitidas pelos alimentos aos homens aumentaram
consideravelmente nos ultimos anos.

Neste contexto, a Salmonella Enteritidis tem sido apontada como um
dos principais microrganismos causadores de infeccfes alimentares. Patdgeno
de epidemiologia complexa, que tem requerido diferentes métodos de controle
na producdo de ovos (matrizeiros), nos incubatorios, nos diferentes sistemas e
segmentos de producdo avicola e muitas vezes sem sucesso. O estado de ave
portadora, mais freqiente nas infecgdes zoonoéticas por Salmonella, aliado as
dificuldades técnicas de sua detec¢do durante a inspecéao e abate, tem tornado
as aves uma das principais fontes de infecgdo para o homem.

Constatou-se neste estudo que:

a)tanto na linhagem de crescimento rapido -Ross como na de
crescimento lento - ISA Label a inoculagéo in ovo pela Salmonella Enteritidis,
simulando a infec¢cdo através do oviduto, determinou maior mortalidade
embrionaria e colonizacdo intestinal dos pintos do que a simulacdo pela
manipulagéo dos ovos no momento da incubagéo;

b) a reprodutora infectada exerceu papel epidemiol6gico importante
na disseminacdo do patégeno, sendo que quando a infeccdo ocorre no ovo
fértil pode determinar maiores prejuizos ao produtor, pois os parametros de
incubacéo foram afetados;

c) ha necessidade de maior controle na producdo de pintos e
adocéao de praticas higiénico sanitarias ha manipulacdo dos ovos de pequenas
criacoes;

d) pelas variaveis estudadas, a linhagem ISA Label, “pescoco

pelado”, foi mais habil em eliminar Salmonella Enteritidis de seu organismo; a
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capacidade invasiva do patdgeno foi menor; a mortalidade foi inexpressiva,
mas foram observadas alteragcbes na biometria do intestino, nas alturas de vilo
e profundidades das criptas somente no dia da ecloséo, além disso, o ganho de
peso nao foi afetado.

Com base nestes resultados, pode-se sugerir que as aves da
linhagem ISA Label, por oferecerem menor potencial de risco de infeccao pela
Salmonella Enteritidis, podem ser utilizadas em producgdes alternativas em
pequenas e médias propriedades, visando atender parcelas de consumidores

que se dispdem a pagar mais caro.

Como esperado, observou-se uma menor capacidade digestiva da
linhagem de crescimento lento porque as aves mantiveram, provavelmente,
suas caracteristicas genéticas originais, sugerindo que o desenvolvimento
corporal pode ser influenciado por fatores genéticos além dos fisiolégicos,

nutricionais e de ambiéncia.

A selecdo genética das aves para 0 aumento da massa corporal
aparentemente tem induzido a efeitos antagonicos as func¢des imunes,
determinado uma maior suscetibilidade aos agentes infecciosos. No presente
estudo, as aves de crescimento rapido apresentaram uma taxa de mortalidade
de 25%, enquanto a crescimento lento 1,66% durante os 21 dias do

experimento.

Neste sentido, os mecanismos de defesa tidos como inespecificos
ou inatos a Samonella Enteritidis foram relacionados ao perfil genético da
linhagem. Em criacdes onde ndo se aplicam os antibiéticos promotores de
crescimento, linhagem de maior rusticidade, como a ISA Label, talvez seja uma
alternativa viavel para reduzir o estado de ave portadora, que constitui um

perigo para o consumidor.

Vale ressaltar que pesquisas com aves “pescoco pelado” devem ser
implementadas no sentido buscar métodos alternativos de controle, de verificar
os efeitos da inoculagcdo diretamente no trato gastrintestinal de pintos
associados aos mecanismos de defesa especifica (imunizagéo ativa) Talvez a
incorporacdo do gen Na em aves de crescimento rapido possa trazer

beneficios para o controle das salmoneloses zoonaticas.
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Finalizando, destaca-se que as praticas de biosseguranca aliadas
a selecdo de linhagens resistentes podem constituir um caminho para o
controle desta zoonose, contribuindo para obtencdo de criacbes mais
saudaveis e conseqientemente alimentos mais seguros, 0 que atenderia as
interesses e necessidades econdmicas e sanitérias, resguardando a saude
animal e humana e reduzindo as perdas econdémicas considerando ainda,
que o Brasil esta entre os maiores exportadores de carne de frango do

mundo.



