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Avaliaram-se, neste estudo, a capacidade inva-
siva, a persisténcia e a freqiiéncia de excrecdo fecal da
Salmonella Enteritidis em aves aparentemente saudaveis
de duas linhagens de frango de corte, criadas sem antibio-
ticos promotores de crescimento na ra¢do ¢ oriundas de
ovos inoculados na casca ou na cavidade alantéide com
Salmonella Enteritidis fagotipo 4. Realizaram-se exames
bacteriologicos das excretas com um, oito, 22 e 35 dias,
e histologicos e bacterioldgicos do inglivio e ceco, com
um, sete, quatorze e 21 dias pds-eclosdo em frangos de
crescimento rapido e lento. Salmonella Enteritidis invadiu
e colonizou o trato gastrintestinal das duas linhagens, mas

RESUMO

a infecgdo declinou com a idade, sendo mais persistente
na linhagem Ross. O patdgeno foi excretado de uma tinica
ave ISA Label até 22 dias de vida e em quatro aves da
linhagem Ross até¢ 35 dias. Constatou a Salmonella em
ordem de colonizaggo, em 87,5% (14/16) e 38,1% (5/16)
dos cecos; em 81,2% (13/16) e 12,5% (2/16) dos inglavios
das linhagens Ross e ISA Label, respectivamente. Nos ce-
cos aparentemente saudaveis, evidenciou-se um processo
inflamatoério com predominancia de macréfagos e ou lin-
focitos, enquanto no inglavio ndo se detectaram alteracdes
microscopicas. A linhagem de ISA Label foi mais habil
em eliminar a bactéria do seu organismo.

PALAVRAS-CHAVES: Ceco, excrecao fecal, inflamacao, inglavio.

ABSTRACT

FECAL EXCRETION OF Salmonella Enteritidis IN BROILER LINES ROSS AND ISA LABEL

The invasive capacity and persistence of this pa-
thogen, crop 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. Histolo-
gical and bacteriological exams from cecal and crop were
performed with one, seven, 14 and 21 days of age after
hatch in broilers of fast and slow growing rate. Bacterio-
logical exams were performed fecal excretion with one,

eigth, 22 and 35 days. The Sa/monella 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 results were different
for two lines. 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. In order, Sa/monella was detected in
87.5% (14/16) and 38,1% (5/16) of ceca; in 81.2% (13/16)
and 12.5% (2/16) of crops; in fast and slow growing rate
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lines, respectively. In apparent healthy organs, excepted
the crop, an inflammatory process with predominance of

KEY-WORDS: Ceca, crop, fecal excretion, inflammation.

INTRODUCAO

Bactérias do género Salmonella sdo pa-
togenos facultativos, intracelulares, capazes de
infectar uma grande variedade de animais. A ave
¢ um dos mais importantes reservatorios que
pode introduzir a Sa/monella na cadeia alimen-
tar do homem, sendo o fagotipo 4 (PT4) o mais
envolvido nos casos das salmoneloses humanas
nos Gltimos anos (GAST,1997; FERNANDEZ
et al., 2001). A maioria dos sorovares existentes
pode colonizar o intestino sem causar doenga,
entretanto Salmonella Typhimurium e Salmo-
nella Enteritidis sdo capazes de produzir doen-
cas e infec¢des alimentares sob certas condigdes
(GAST, 1997).

Uma das caracteristicas mais importantes
da Salmonella Enteritidis é sua capacidade de
se instalar no trato gastrintestinal (TGI), coloni-
zar o intestino e disseminar-se para outros ani-
mais, no ambiente, ¢ ainda ser incorporada aos
alimentos e se constituir em problema de satde
publica (GAST & BENSON, 1995; HOFER et
al., 1997).

A enfermidade ¢ mais comum em aves jo-
vens ¢ a alta percentagem de pintos com coloni-
zacdo do TGI na primeira semana pode resultar
em aves portadoras, e, por ocasido do abate, esse
agente pode ser incorporado ao produto final.

Além desses aspectos do agente, produto-
res t€ém buscado criar aves sem antibioticos pro-
motores de crescimento visando obter produtos
em acordo com o disposto na Instru¢do Norma-
tiva n° 007/99 (BRASIL, 1999a), do Ministério
da Agricultura e Abastecimento (MAA), Divi-
soes de Operacdes Industriais/Departamento de
Inspe¢do de Produtos de Origem Animal (DOI/
DIPOA), para atender a parcelas de consumi-
dores.

A retirada dos promotores de crescimento
tem preocupado empresarios avicolas, no intui-
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macrophage and lymphocytes. The slow growing rate line
was effective to eliminate bacteria in the organism.

to de diminuir a expressao do potencial genético
dos frangos para o crescimento e para a saude do
homem, uma vez que patégenos potencialmen-
te patogénicos podem se envolver na cadeia de
producao e de alimentos. Uma das formas poten-
cias de controle desse patdgeno pode ser a cria-
cdo de linhagens mais resistentes a Salmonella,
caracteristicas que t€m sido relativamente pouco
estudadas (WIGLEY, 2004).

Pelo exposto, o presente trabalho teve
como objetivos investigar a excrecao fecal e os
achados microscopicos da Salmonella Enteriti-
dis PT4 de origem avidria, inoculada em ovos de
linhagens de corte ISA Label e Ross alimenta-
das com ragdo vegetariana sem antibioticos pro-
motores de crescimento.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido na Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Goids
(EV/UFG), mediante a utilizagdo de 240 pintos
de corte, sendo 120 da linhagem Ross e 120 ISA
Label. Distribuiram-se as aves de cada linhagem
em quatro tratamentos de acordo com a via de
inoculagdo dos ovos: A, — constituido por trinta
pintos oriundos de ovos inoculados na casca com
0,ImL de suspensdo bacteriana, contendo 1,5 X
10? unidades formadoras de colonias (UFC) de
Salmonella Enteritidis PT4; A,  grupo-controle,
constituido de trinta aves provenientes de ovos
inoculados com solug¢do salina esterilizada tampo-
nada a 0,85% (placebo); B, _constituido de trinta
pintos oriundos de ovos inoculados na cavidade
alantéide com 0,ImL de suspensdo bacteriana,
contendo 1,5 X 10> UFC de Salmonella Enteriti-
dis PT4; B, _grupo-controle, também constituido
de trinta aves oriundas de ovos inoculadas com o
placebo da mesma maneira que o B,

Os tratamentos A, Az,= B y B,, de cada ex-
perimento, foram compostos de cinco parcelas
de seis pintos € mantidos nas mesmas condig¢des
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em diferentes locais de isolamento. Procedeu-
se ao alojamento das aves em baterias de cinco
andares de aco galvanizado, aquecidas com uma
lampada incandescente de 60W e mantidas até 35
dias de idade. As baterias foram providas de co-
medouros e bebedouros tipo linear, bem como de
bandeja para a retirada de excretas. Agua e ragdo
foram disponibilizadas ad libitum. Elaborou-se a
racao sem antibioticos promotores de crescimen-
to atendendo a instru¢dao normativa do MAA DOI
/DIPOA n° 007/99 (BRASIL, 1999a).

Dos pintos com um — quinze horas de nas-
cidos —, oito, 22 e 35 dias de vida, coletaram-
se, individualmente, meconio e/ou excretas, por
compressao da regido dorso-ventral da cloaca
ou por swab cloacal. No momento da primeira
coleta, cada ave recebeu um numero de identi-
ficacdo, colocado no pé na regido tarso-metatar-
siana, e foi acompanhada até 35 dias.

Aos dias um, sete, 14 ¢ 21, duas aves por
tratamento, aparentemente saudaveis, foram reti-
radas, necropsiadas, sendo coletados os fragmen-
tos do ingluvio e ceco. Fixaram-se partes por 24
horas em solugao de formalina neutra tamponada
a 10% e submeteram-se as outras aos exames
bacteriologicos.

Processaram-se histologicamente 128
amostras, de acordo com a metodologia conven-
cional de LUNA (1968), adotada pelo Laboratoério
de Patologia da EV/UFG. As laminas foram cora-
das pelo método de Hematoxilina - Eosina (HE)
e lidas em microscopio Optico de campo claro,
marca Carl Zeiss, modelo JENAVAL.

A pesquisa da Salmonella Enteritidis foi
realizada nas excretas, nos conteudos cecais €

dos inglivios, de acordo com a metodologia
descrita em GEORGIA POULTRY LABORA-
TORY (1997) e BRASIL (1999b), com algumas
modificacoes.

No tratamento estatistico dos dados empre-
gou-se o teste nao paramétrico do qui-quadrado
(X?) para avaliar a ocorréncia de diferenga sig-
nificativa entre a excrecdo fecal e as vias de ino-
culacdo da Salmonella Enteritidis (SAMPAIO,
1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os swabs cloacais dos pintos indicaram
colonizacdo intestinal da Salmonella Enteritidis
nas duas linhagens estudadas, tanto pela inocu-
lagdo experimental da casca quanto da cavidade
alantoide (Tabela 1 e Quadro 1).

As aves que compuseram as linhagens
Ross e ISA Label apresentaram excrecao inter-
mitente da Salmonella Enteritidis de 0/60 (0%) e
5/60 (8,3%), respectivamente. Em 39/60 (65%)
das aves ISA Label e 12/60 (20%) das aves Ross
a bactéria ndo foi recuperada em nenhuma amos-
tra cloacal colhida e em 0/60 (0%) e 3/60 (5%),
respectivamente, o indculo foi reisolado em todo
periodo do experimento (Quadro 1). No que se
refere a0 maior nimero de aves com excre¢ao
fecal positiva da linhagem Ross, esse resultado,
de acordo com QURESHI (2001), deve-se ao
fato de que ave selecionada geneticamente para
melhor desempenho zootécnico pode ser um in-
dividuo que responda pobremente a desafios do
sistema imune.

TABELA 1. Freqiiéncia de recuperagdo de Sal/monella Enteritidis nas excretas de pintos oriundos de ovos inoculados
experimentalmente pela Salmonella Enteritidis aos um, oito, 22 ¢ 35 dias vidas.

ISA Label Ross
Tratamentos Tratamentos
Idade dias A (%) B, (%) A (%) B, (%)
1 10,0a* 26,7b 50,0c 76,7d
8 4/28 14,8a 73,0b 60,0b
22 Oa 4.4a 25,0b 23,1b
35 Oa Oa 15,0b 15,4b

*- letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05)

A _pintos oriundos da inoculagdo na casca; B,_pintos oriundos da inoculag¢io na cavidade alantéide
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QUADRO 1. Excrecdo de Salmonella Enteritidis PT4 em pintos das linhagens ISA Label ¢ 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 alantdide; (- ) resultado bacterioldgico negativo; (+) resultado bacterioldgico positivo;
(R) aves retiradas de acordo com o delineamento; (M) aves que morreram durante o experimento.

Como pode ser visualizado no Quadro 1,
nos ovos inoculados na casca pelas maos con-
taminadas (Trat. A ), observaram-se 3/30 (10%)
de positividade nos pintos infectados no dia um;
4/28 (14,3%) no dia oito; 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 (Ross) os resul-
tados foram: 15/30 (50,0%), 19/26 (73,0%), 5/20
(25,0%) e 3/20 (15,0%) de excrecao fecal positi-
va para as mesmas idades, respectivamente.

Para os ovos inoculados através da cavida-
de alantoide (Trat. B,), simulando dessa forma a
transmissdo vertical, as freqii€ncias observadas
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para pintos infectados foram 8/30 (26,7%), 4/27
(14,8%), 1/23 (4,4%) e 0/23 (0%) para linhagem
ISA Label e 23/30 (76,7%), 15/25 (60,0%), 3/13
(23,1%) e 2/13 (15,4%) para a linhagem Ross
para o primeiro, oitavo, 22° e 35° dias de idade.
Da analise dos resultados, pode-se inferir
que tanto a via de inocula¢do quanto a linhagem
influenciaram (P<0,05) na excrecao da Salmo-
nella Enteritidis nos dias um, oito, 22 e 35 dias.
A via de inoculagdo na casca incrementou a per-
centagem de aves infectadas até o oitavo dia,
sugerindo que as aves que ndo foram infectadas
na incubadora infectaram-se pelo contato indi-
reto pelas excretas contaminadas. Estes achados
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sao respaldados por BAILEY et al. (1994), que
registraram contaminagdo cruzada durante o
crescimento dos frangos no periodo de um a sete
dias de vida.

Observou-se diminui¢do da taxa de recu-
peracdo do patégeno no decorrer dos experi-
mentos, a partir da primeira semana, em ambas
as formas de inoculagdo e nas duas linhagens,
e a partir da segunda na inoculagao pela casca.
Resultados semelhantes foram observados por
BARROW (1991), quando inoculou pintos de
corte recém-eclodidos com a Sa/monella Ente-
ritidis PT4. O autor relatou que a excre¢ao dimi-
nuiu com o tempo e persistiu até oito semanas.

As aves ISA Label infectadas, oriundas da
inoculagao do patogeno, através da casca, excre-
taram a bactéria somente até a segunda semana
de vida. Em duas aves que nasceram infectadas,
o agente foi eliminado somente na primeira se-
mana e a Salmonella Enteritidis nao foi reisola-
da até os 35 dias de vida. Entretanto, trés novos
individuos apresentaram resultados positivos so
na segunda coleta e a bactéria ndo foi mais re-
cuperada do conteudo fecal até o final do expe-
rimento. Os pintos ISA Label oriundos de ovos
inoculados na cavidade alantoide ndo se infec-
taram apOs o nascimento e o patogeno foi recu-
perado em apenas uma ave até os 22 dias. Os
animais que se originaram da inoculac¢do na cas-
ca mostraram uma menor freqiiéncia (P<0,05)
de excrecdo de Salmonella Enteritidis do que os
oriundos da cavidade alantéide (Tabela 1 ¢ Qua-
dro 1).

Como o niimero de aves infectadas nas duas
linhagens estudadas declinou com a idade (Tabela
1), pode-se deduzir que tanto o estabelecimento
da microbiota intestinal nas primeiras semanas de
vida quanto o desenvolvimento do sistema imune
contribuiram com esse 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-dependen-
te, provavelmente pode ser correlacionado ao de-
senvolvimento do sistema imune e a producao de
anticorpos locais do intestino.

BERTHELOT-HERAULT et al. (2003)
observaram que a colonizagdo do ceco foi dife-
rente em quatro linhagens estudadas e atribuiram
também ao envolvimento das respostas imunes
sistémicas e locais das aves.

Verifica-se na Tabela 1 € no Quadro 1 que
a linhagem ISA Label apresentou menor indice
de infecgdo e de persisténcia da bactéria no trato
gastrintestinal, sendo capaz de eliminar a bacté-
ria de seu organismo. Essa afirmagdo encontra
respaldo em BARROW (1994) e KINGSLEY
& BAUMLER (2000), que relataram a habili-
dade de os sorovares de Salmonella causarem
infecgdes, ou mesmo determinar um estado de
portador, o que pode estar correlacionado com
a imunidade inata do hospedeiro e ao repertorio
genético presente em cada individuo da popula-
¢ao.

O swab cloacal como método de monito-
ramento da excre¢do de Salmonella apresenta li-
mitagdes, porque esse patdgeno tem a habilidade
de ser excretado de forma intermitente e pode ser
eliminado em pequenas quantidades pelas fezes,
o que dificulta sua detec¢do. A adogao desse mé-
todo pode viabilizar a avaliagdo dos procedimen-
tos de controle utilizados em criagdes avicolas
com sérios problemas sanitarios de Salmonella
Enteritidis, antes que as aves sejam encaminha-
das para o abate. Dessa forma, pode-se evitar ou
reduzir tanto a introducao da bactéria na linha
de processamento quanto as possiveis contami-
nacgdes cruzadas, além da participagdo do agente
na cadeia alimentar do homem. Cabe ressaltar
que niveis de infec¢do menores que 5% podem
contaminar os frangos durante o transporte e as
carcacas no decorrer do processamento e deter-
minar niveis elevados de contaminagdo do pro-
duto final, acima de 50% (BARROW, 2000).

Observa-se na Figura 1 que a Salmonella
Enteritidis foi recuperada em 87,5% (14/16) dos
cecos analisados, em 81,3% (13/16) dos ingluvios
da linhagem Ross, em 38,1% (5/16) dos cecos
e em 12,5% (2/16) dos ingluvios da linhagem
ISA Label das aves sacrificadas aparentemente
saudaveis.

Ciéncia Animal Brasileira, v. 8, n. 4, p. 757-765, out./dez. 2007



762

ANDRADE, M. A. etal.

90
80
70
60
50
40
30

% de
recuperagao
do patogeno

0 -l
inglavio-Ross

20
inglivio-ISA

orgaos/linhagem

ceco-Ross ceco-ISA

FIGURA 1. Recuperacdo de Salmonella Enteritidis do trato gastrintestinal

Os exames histologicos da camada mucosa
dos cecos evidenciaram infiltrados inflamato-
rios, que consistiram de células mononucleares,
macrofagos e/ou linfocitos em 43,7% (7/16) das
amostras examinadas nos dias um, sete ¢ 14 da
Ross, enquanto da ISA Label identificaram-se in-
filtrados inflamatorios mononucleares em 12,50%
(2/16) no dia um.

Na mucosa e submucosa detectaram-se os
mesmos infiltrados em 18,7% (3/16) nas amos-
tras das aves Ross sacrificadas com sete dias.
J4 na mucosa, submucosa e serosa da mesma
linhagem observaram-se também os mesmos in-
filtrados em 18,7% (3/16) aos sete e 14 dias de
experimentacao.

No ingluvio, tanto da Ross como ISA La-
bel, ndo se constatou nenhuma lesdo microsco-
pica sugestiva de inflamagao.

Resumidamente, pode-se afirmar que das
analises dos resultados histopatologicos dos ce-
cos identificou-se infiltrado de células mononu-
cleares com predomindncia de macrofagos e/ou
linfécitos principalmente na linhagem Ross até o
14° dia e na ISA Label somente no primeiro dia.

Das dezesseis amostras de ceco da linha-
gem Ross, 87,5% (14/16) foram bacteriologica-
mente positivas para Salmonella Enteritidis e em
75,00% (13/16) ocorreram infiltrados inflamat6-
rios de células mononucleadas na mucosa, € ou
submucosa, com gravidade e distribui¢do varia-
veis. Para a linhagem ISA Label, 38,12% (5/16)
dos cecos bacteriologicamente positivos para
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Salmonella Enteritidis apresentaram as mes-
mas lesdes histologicas descritas anteriormen-
te. GORHAM et al. (1994) detectaram, entre as
lesdes do ceco, debris necroéticos, infiltrados de
heterodfilos, macrofagos e aglomerados de bac-
téria.

DESMIDT et al. (1997), inoculando a
Salmonella Enteritidis PT4 no ingluvio de aves
Specime Pathogene Free (SPF) com um e quatro
dias de vida, detectaram no ceco e na submucosa
da maioria das aves, trés horas apos inoculacao,
infiltrado de heteréfilos (como tUnica célula na
lamina propria de poucos animais). Apds esse
tempo encontraram infiltrados de macréfagos na
submucosa de muitas aves € na lamina prépria
de poucas aves.

DHILLON et al. (2001) descreveram que
a enterite foi primeiramente caracterizada pelo
aumento de linfocitos e macréfagos na lamina
propria do ceco. DESMIDT et al. (1998), inocu-
lando altas doses de Salmonella Enteritidis PT4,
observaram aumento do nimero de linfécitos na
lamina prépria e na camada muscular do ceco e
no intestino delgado de poucas aves. Diferente-
mente, DESMIDT et al. (1997) e DHILLON et
al. (2001) descreveram que as lesdes ocorreram,
preferencialmente, nas mucosas € submucosas
com predominancia de células mononucleadas.

Dos dezesseis inglivios examinados, tan-
to da linhagem Ross quanto ISA Label, nenhum
apresentou alteracdo histologica até os 21 dias
de vida, o que estd de acordo com DESMIDT
et al. (1997). No entanto, no mesmo Orgao,
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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
nesse 0rgao pode ser atribuido ao jejum de 6-8h
a que as aves foram submetidas, possibilidade
apontada por HUMPHREY et al. (1993), que re-
lataram alta freqliéncia de Salmonella Enteriti-
dis recuperada do inglivio ap6s 24h de privagao
de alimentos e por RAMIREZ et al. (1997), mas
com jejum de 18h.

A habilidade de o sorovar colonizar o TGI
parece estar relacionada a imunidade inata do
hospedeiro e a carga genética da espécie, o que
esta respaldado por BARROW et al. (1994) e
KINGSLEY & BAUMLER (2000). O estabe-
lecimento da microbiota intestinal com a idade
(CORRIER etal., 1991), assim como o0 mecanis-
mo de resisténcia idade-dependente (DESMIDT
et al., 1998) sdo fatores que reduzem a coloniza-
¢do intestinal. Entretanto, mesmo sendo poucas
as aves que permanecam com colonizagdo cecal
positiva para a Salmonella Enteritidis, estas po-
dem se constituir em portadoras inaparentes do
patogeno até o ciclo final de producao.

Ap0s colonizacdo do intestino, as salmone-
las sdo habeis para penetrar a mucosa epitelial, bem
como iniciar e estabelecer um quadro de infeccao
sistémica. Apos a infecgdo, fagdcitos iniciam a
eliminagdo do agente. A maturidade intestinal as-
sociada ao desenvolvimento dos tecidos linfoides
do trato gastrintestinal pode ser pré-requisito para
eliminacdo da Salmonella Enteritidis (DESMIDT
etal. 1997; HENDERSON et al., 1999).

Também HENDERSON et al. (1999), em
estudos utilizando a técnica de imuno-histo-
quimica com inoculagdes experimentais com a
Salmonella Typhimurium, evidenciaram infiltra-
dos inflamatdrios predominantemente mononu-
cleares no ceco e intestino delgado. VAN IM-
MERSEEL et al. (2002), empregando o mesmo
método, ao investigar a dinamica da invasao da
Salmonella Enteritidis, observaram que a res-
posta inflamatoria foi predominantemente pelos
macrofagos e linfocitos. KRAMER et al. (2003)
chegaram a mesma conclusao sobre a capacida-
de de o patogeno de invadir tecidos de frangos
clinicamente saudaveis, ao trabalharem com di-

ferentes linhagens de células in vitro. Neste es-
tudo os resultados histolégicos associados aos
bacteriologicos sugerem uma resposta inflama-
toria com predominancia de células inflamato-
rias mononucleares no ceco.

CONCLUSOES

Nas condi¢des do presente experimento,
pode-se concluir que: (a) os exames histologicos
nos cecos evidenciaram infiltrado inflamatorio
com predominancia de macrofagos e ou linfocitos
na camada mucosa, na submucosa ¢ serosa; (b)
o ingluvio ndo apresentou nenhuma alteragdo
histopatologica nas linhagens estudadas; (c) a
capacidade invasiva do patogeno foi demonstrada
com maior freqiiéncia nas duas primeiras semanas
de vida nas linhagens estudadas, entretanto a [SA
Label foi mais hdbil em eliminar o agente do or-
ganismo; (d) a linhagem Ross foi mais sensivel a
infec¢do experimental pela Sa/monella Enteritidis
do que a ISA Label.
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