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RESUMO

O presente estudo foi dividido em dois experimentos, referentes ao periodo de
incubagéo e fase inicial. O estudo de incubag&o teve como objetivo avaliar o
rendimento de incubacdo, a capacidade de penetracdo de Salmonella
Enteritidis através da casca do ovo e a habilidade de colonizacdo do trato
gastrintestinal. Foram incubados 400 ovos embrionados de perus da linhagem
BUTY, distribuidos em quatro tratamentos: CCS e CCM (inoculacdo com
placebo na casca e na camara de ar, respectivamente); ICS e ICM (inoculacao
com 4,2 X 10* UFC/mL de Salmonella enterica subespécie enterica sorovar
Enteritidis na casca e na camara de ar, respectivamente). Os parametros de
incubacao calculados foram: fertilidade, eclodibilidade total e de ovos férteis,
rendimento de peruzinhos. Salmonella foi pesquisada na casca, membrana,
albume/gema, embrido e ao nascimento no meconio de todas as aves. As
respostas qualitativas foram analisadas pelo teste do qui-quadrado (y?).
Constatou-se que o0 agente manteve-se viavel na casca durante todo o periodo
de incubacado e migrou para o interior dos ovos nos tratamentos inoculados. Os
parametros de incubacédo ndo foram afetados quando o patégeno foi inoculado
na casca. Constatou-se também que a Salmonella Enteritidis inoculada na
camara de ar determinou mortalidade embrionaria precoce, enquanto o
tratamento controle (CCM) influenciou os periodos de mortalidade em relacao
ao CCS. A colonizagado intestinal pelo patégeno ocorreu em peruzinhos
oriundos da inoculacdo experimental na casca. No segundo experimento, 135
perus de corte de um dia oriundos de inoculagéo via casca e via agua de
bebida foram avaliados quanto aos efeitos de Salmonella Enteritidis de
colonizar o trato gastrintestinal, determinar infeccdo sistémica, lesionar a
integridade intestinal e alterar as varidveis de desempenho. Aos 10, 20 e 28
dias, as aves e a racao foram pesadas para constituir o calculo das variaveis
de desempenho. Apdés a pesagem, cinco aves de cada tratamento foram
necropsiadas para obter os dados de peso e isolamento bacteriano do
intestino, figado, bago e coracdo. Foi empregado o teste do qui-quadrado para
as variaveis qualitativas e o procedimento Anova Geral para as quantitativas,
sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey (5%). A colonizacao
intestinal aumentou significativamente no tratamento inoculado na casca, mas
ndo no tratamento inoculado na agua de bebida. O intestino apresentou
maximo desenvolvimento aos 10 dias e maior peso ao primeiro, décimo e 28°
dias quando Salmonella esteve presente. Salmonella foi capaz de colonizar o
trato gastrintestinal e estabelecer infeccdo sistémica. A taxa de mortalidade
esteve alta durante a primeira semana de idade, com discretos sinais clinicos
ou lesdes anatomopatologicas.

Palavras-chaves: colonizacéo intestinal, inoculacao experimental,
histomorfometria, Meleagridis gallopavo, salmonelose.



ABSTRACT

This study was divided into two experiments, referring to incubation and early
phase. The incubation experiment had as principal aims evaluated incubation
yield, the capacity to penetrate through the eggshell and the ability to colonize
the gastrointestinal tract. Four hundred fertilized turkey eggs for BUT9 strain
were distributed in four treatments: CCS and CCM (inoculation of placebo in
eggshell and air cell, respectively); ICS and ICM (inoculation with 4,2 X 10*
UFC/mL of Salmonella enterica subspecies enterica sorovar Enteritidis in
eggshell and air cell, respectively). Incubation parameters calculated were:
fertility, total hatchability, hatchability of fertile eggs and poult yield. Salmonella
was examined in eggshell, inner and outer membranes, albumen/yolk, embryo
and, after hatched, in meconium in all poult. Qualitative results were analyzed
by qui-square test. It was verified that the agent maintained feasible in eggshell
during the hole incubation and migrated to egg components. Incubation
parameters were not affected by the pathogen inoculated in eggshell. It was
also observed that Salmonella Enteritidis inoculated in air cell determined early
embryo mortality, while the control treatment influenced the mortality periods in
relation with CCS. The intestinal colonization of Salmonella occurred in poults
derived from eggshell experimental inoculation. In the second experiment, 135
poults derived from inoculation through eggshell and drinking water were
evaluated by the effects of Salmonella Enteritidis to colonize the gastrointestinal
tract, determine systemic infection, hurt the intestinal integrity and change the
performance variables. At 10, 20 and 28 days, turkeys and feed were weighted
to constitute calculation of performance variables. After weighage, five turkeys
from each treatment were necropsied to obtain datas of weight and bacterial
isolation of intestine, liver, spleen and heart. Qui-square test was employed to
qualitative variables and the Anova procedure to quantitative variables and
average compared by Tukey test (5%). The intestinal colonization increase
significantly during early phase in treatment inoculate through eggshell, but
none in treatment inoculated in drinking water. The intestine showed maximum
development at 10 days and higher weight at first, 10" and 28" when
Salmonella was present. The digestive and absorptive capacity was impaired in
infected birds. Salmonella was capable of colonized gastrointestinal tract and
established systemic infection. Mortality rate was high during first week of age,
with less clinical signs or anatomopathological lesions.

Key words: experimental inoculation, intestinal colonization, histomorphometrial,
Meleagridis gallopavo, salmonellosis.



SUMARIO

CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS........ccocveveeiieeeeeeeeeee 1

CAPITULO 2 — EFEITOS DA INOCULACAO DE Salmonella Enteritidis

NA INCUBACAO DE OVOS EMBRIONADOS DE PERUS....................... 6
RESUMO ... ettt e e e e e ees 6
ABSTRACT ...ttt 7
INTRODUGAO. ..ottt 8
MATERIAL E METODOS.......ocvieeieeeeceeteee e, 10

LOCAIS. ..ceeeieiieiiiee ettt e e e e e e e e e 10
Delineamento experimental...........ccccoeeeieieeeeeiiiiiieeeeeiiiiinns 10
Preparacdo do iNOCUI0.............ocuvieiiiiiiiiiiiiee e 10
g TelU]F= Tot=To I e [0 1S3 01/ 1 TR 11
Pesquisa de Salmonella............cccoovviiiiiiiiiiii 12
Preparagcao as amosStras.........cccovvveieeiiiinneeeeeiiiine e e 12
Identificag@o de Salmonella..............ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiie 12
(@Yo 1ot 0] o] - USRS 13
EmbriodiagnOstiCo..........cuvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 13
Parametros de iINCUbaGAO0.............ceevvvvvviriiiiiiiiie e, 14
AnNalises estatiStiCas...........ooeeeeeeieiiiiiiiceeeee e 14
RESULTADOS. ... .ottt 15
DISCUSSAD. ..ottt 17
CONCLUSOES. ..ottt 21
REFERENCIAS. .....coiiiiieieieieee ettt 22

CAPITULO 3 - AVALIACAO DO DESEMPENHO, ASPECTOS
CLINICOS E HISTOPATOLOGICOS DE PERUS DE UM DIA
INOCULADOS EXPERIMENTALMENTE COM Salmonella

Y (=T (o SRR 26
RESUMO....citiiiiiiiiiiiieiee ettt e e e e e e e e e e e e e 26
ABS T RACT .. 27
INTRODUGAO. ... .ottt ettt 28
MATERIAL E METODOS........ooeiieet e, 31

LOCAIS....ceeeiiieiiic et e e e e e e e e 31
Delineamento experimental................ccccoiiiiiiiiiiiiinneenn. 31
Variaveis de desempenho.......cccceeveevieeeeiieiiieeeeen 32
Biometria dOS Organs.........cccoeviiviiiiieeiiiiiiieee e 32
Exame histopatolOgiCo...........ceevviiiieeiieiiiiiiiieee, 33
Exame histomorfometrico............coooevvcciviviiiiiiiiiiccceeeeeee 34
Pesquisa de Salmonella............ccccovvvriiiiiiiiii e, 34
Analises estatiStiCas...........cceeeeeeieeiiiiiciice e 35
RESULTADOS. ... oottt 36
DISCUSSAOD. ..ottt 46
CONCLUSOES. ..ottt 54
REFERENCIAS........cociiieiieeecteeee et 55

CAPITULO 4 — CONSIDERAGCOES FINAIS......c.ovieriieeeeeeeeeeeeeeeeeeenn. 62



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

A avicultura nacional ostenta posi¢cdo impar no cenario internacional
pela oferta de carne saudavel e de excelente padrdo gastrondmico para o
consumidor (ANTUNES, 2004). A producdo de perus compartilha essa
importancia, representando volumes crescentes nas exportacdes do setor
agropecuario (ANTUNES, 2005).

De acordo com dados fornecidos pela Organizacdo das Nacodes
Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO), nos ultimos 18 anos, o Brasil
passou de nono para segundo maior produtor de carne de peru. A producdo
brasileira atingiu 40,4 milhdes de perus abatidos em 2007, com 177 mil
toneladas exportadas e 281 mil toneladas destinadas para mercado interno
(UBA, 2008).

Para esta evolucao, a producéo de perus no Brasil foi acompanhada
pela continua tecnificagdo e excelente padrdo sanitario (ANTUNES, 2005).
Entretanto, como consequéncia a esse crescimento, € inevitavel o
aparecimento de desafios sanitarios e os produtores brasileiros passam a
enfrentar alguns problemas da mesma magnitude dos grandes produtores
mundiais (BACK, 2008).

A constatacao do impacto negativo de doencas sobre o desempenho
dos lotes (AZIZ, 2003) ratifica que as infeccOes aviarias por bactérias como
Salmonella spp. comprometem a producdo avicola com grandes perdas
econbmicas, além de terem grande importancia para saude publica (GAST,
2003). Neste contexto, as salmoneloses ocupam posi¢céo de destaque.

O género Salmonella se caracteriza por ser bastonetes Gram
negativos nao produtores de esporos, méveis em sua maioria, com flagelos
peretriquios, & exce¢do de S. Gallinarum e S. Pullorum. S&o anaerdbios
facultativos, produzem gés a partir de glicose, reduzem nitratos a nitritos,
utilizam citrato como unica fonte de carbono, produzem gas sulfidrico a partir
da reducdo do enxofre em agar triplice acucar ferro (TSI). Tem capacidade de
descarboxilar lisina e ornitina. Ndo apresentam atividade ureasica, néo
fermentam lactose, sacarose, malonato e as reagbes em meio indol e
fenilalanina sdo negativas (NICOLET, 1986; LE MINOR, 1994; GAST, 2003).



Segundo POPOFF et al. (2004), o género pertencente a familia
Enterobacteriaceae possui apenas duas espécies: S. enterica e S. bongori. A
espécie Salmonella enterica € dividida em seis subespécies bioquimicamente
distintas e 2.541 sorovares. A Salmonella enterica subespécie enterica sorovar
Enteritidis é caracterizada por causar doenca clinica em aves jovens (paratifo
aviario) ou viver em equilibrio no organismo desses animais, viabilizando no
abate, que o patdgeno esteja presente no produto final (GAST, 2003)

A Salmonella apresenta grande diversidade de vias de transmissao
(ITO, 2005), aléem de ampla e variada ocorréncia em humanos, outros
mamiferos, répteis e aves, sendo que estes Ultimos ocupam ponto central na
epidemiologia da doenca e representam reservatorios de grande importancia
sanitaria (RODRIGUES, 2005). O fato da bactéria se propagar insidiosamente
em varias espécies animais, veiculadas pelas excretas de aves infectadas ou
por produtos contaminados, corresponde um dos maiores perigos desta
zoonose (SUZUKI, 1994).

A contaminacdo de carcacgas de perus pode ocorrer pela deposigéo,
nas patas e penas, de material fecal que atinge as carcacas durante o abate,
depenagem e evisceracdo (BEMRAH et al., 2003), ou por contaminacéo
cruzadas durante o processamento por utensilios, manipulacdo dos
trabalhadores e agua de resfriamento (TRAMPEL et al., 2000).

O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) divulgou
que entre 1997 a 1998, 19,6% da amostras liquidas de abatedouros de perus
estavam contaminadas com Salmonella (USDA, 1999). Também nos Estados
Unidos, ZHAO et al. (2001) observaram que a prevaléncia do patégeno foi de
2,6% em carnes de perus vendidas na regido de Washington, D.C.. BELI et al.
(2001) na Albania encontraram 8,2% das amostras de carne de perus
contaminadas por Salmonella, principalmente o sorovar Enteritidis. Em
produtos industrializados que utilizam carne de peru como matéria-prima,
Salmonella foi encontrada em 37,9% das amostras (BEMRAH et al, 2003).

No Brasil, o Laboratorio de Enterobactérias da Fundacdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ) caracterizou a Salmonella Enteritidis como um dos sorovares
mais frequientes em produtos avicolas nos anos de 2002 a 2004 (RODRIGUES,
2005). Salmonella Enteritidis também tem sido o sorotipo mais comumente



isolado na avicultura comercial de varios paises, superando inclusive o
isolamento de Salmonella Typhimurium (MARQUES, 2000).

Este panorama evidencia o risco de infeccdes humanas pelo
patbgeno e ameaca a aceitacdo publica dos produtos avicolas, sendo os
mesmos incriminados como as principais fontes de infeccdo atribuidas as
doencas veiculadas por alimentos (IRWIN et al., 1994).

A constatacdo de que os produtos de origem aviaria participam na
transmissdo da salmonelose humana, tem contribuido para a intensificacdo de
pesquisas na area (ANDRADE, 2005). Entretanto, a maioria dos dados
disponiveis sobre Salmonella em aves deriva de estudos conduzidos em
frangos de corte e poedeiras, com informacdes limitadas sobre a epidemiologia
de Salmonella em perus (POTTURI et al., 2005).

O avanco da producao brasileira de perus aliado a comprovacgéo da
importancia da Salmonella Enteritidis para a avicultura do estado de Goias
(ROCHA, 2001; REZENDE, 2002) e também pela alta prevaléncia do sorovar
no Brasil (SILVA & DUARTE, 2002), motivaram a realizacdo do presente
estudo, com o objetivo de contribuir para o crescimento e fortalecimento da
producao de perus, além de disponibilizar informacgdes que visem a melhoria da

sanidade do plantel.
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CAPITULO 2 - EFEITOS DA INOCULACAO DE Salmonella
Enteritidis NA INCUBACAO DE OVOS EMBRIONADOS DE PERUS

RESUMO: Objetivou-se avaliar o rendimento de incubacéo, a capacidade de
penetracdo de Salmonella Enteritidis através da casca do ovo e a habilidade de
colonizacdo do trato gastrintestinal. Foram incubados 400 ovos embrionados
de perus da linhagem BUT, distribuidos em quatro tratamentos de 100
unidades experimentais: CC e CCA (inoculacdo com placebo na casca e na
camara de ar, respectivamente); IC e ICA (inoculacdo com 4,2 X 10* UFC/mL
de Salmonella Enteritidis na casca e na camara de ar, respectivamente). Os
parametros de incubacgao calculados foram: fertilidade, eclodibilidade total e de
ovos férteis, relacdo peso do peruzinho pelo peso do ovo. Salmonella foi
pesquisada na casca, membrana, albume/gema e embrido de dois ovos por
tratamento com um, sete, 14, 21 e 28 dias. Apds o0 nascimento, foi determinada
a frequéncia de recuperacdo do patdégeno no mecbnio de todas as aves. As
varidveis foram analisadas pelo teste do qui-quadrado (3?). Constatou-se que
durante todo o periodo de incubacdo, o agente manteve-se viavel em 87,5% e
100% das amostras de casca dos tratamentos IC e ICA, respectivamente.
Houve migrag&o para o interior dos ovos em 33,33% das amostras analisadas
no tratamento IC e em 95,45% amostras analisadas no tratamento ICA. Os
parametros de incubacéo ndo foram afetados quando o patégeno foi inoculado
na casca. Constatou-se também que a inoculacédo de Salmonella Enteritidis na
camara de ar determinou baixa eclodibilidade total e de ovos férteis com
mortalidade embrionaria precoce superior (P<0,05) ao tratamento controle
(CCA). Por outro lado, o tratamento controle da camara de ar determinou baixa
eclosdo com aumento (P<0,05) na mortalidade embrionaria tardia em relacdo a
inoculacdo do patdégeno na casca. A colonizacdo intestinal pelo patdgeno
ocorreu em peruzinhos oriundos da inoculagcédo experimental na casca. Conclui-
se gue a analise da fertilidade, eclodibilidade e relacdo peso do peruzinho pelo
peso do ovo ndo evidencia a presenca de Salmonella Enteritidis no incubatério.
Entretanto, a contaminacdo do incubatorio pode ser determinada pela pesquisa
de Salmonella Enteritidis nos componentes do ovo e no mecbnio. A
metodologia de inoculacdo via camara de ar influenciou a eclodibilidade e a
mortalidade embrionéria.

Palavras-chaves: inoculacdo experimental, isolamento bacteriano, Meleagridis
gallopavo, salmonelose.



CHAPTER 2 — EFFECTS OF Salmonella Enteritidis IN INCUBATION OF
EMBRYONATED TURKEY EGGS

ABSTRACT: This study aimed to evaluate performance of incubation, capacity
of penetration of Salmonella Enteritidis through eggshell and ability of
colonization gastrointestinal tract. Four hundred turkey eggs were incubated
and distributed in four treatments of 100 experimental units: CC and CCA
(inoculation with placebo in eggshell and air cell, respectively), IC and ICA
(inoculation with 4.2 X 10* CFU/mL of Salmonella Enteritidis in eggshell and air
cell, respectively). The parameters of incubation were: fertility, total hatchability
and hatchability of fertile eggs, ratio of poult weight by egg weight. Salmonella
was investigated in shell, membrane, albumen/yolk and embryo of two eggs per
treatment with one, seven, 14, 21 and 28 days. After birth, was given the
frequency of recovery of the pathogen in meconium of all birds. The variables
were analyzed by y-square test (7). It appeared that during whole incubation
period, the agent has remained viable in 87.5% and 100% eggshell samples in
treatments IC and ICA, respectively. There was migration into eggs in 33.33%
samples in treatment IC and 95.45% samples in treatment ICA. The parameters
of incubation were not affected when pathogen was inoculated in eggshell. It
was also discovered that inoculation of Salmonella Enteritidis in air cell
determined low hatchability with early embryonic mortality higher (P <0.05) than
control treatment (CCA). Furthermore, air cell control treatment determined low
hatchability (P <0.05) with increase in late embryonic mortality (P<0.05)
comparing with inoculation in eggshell. The intestinal colonization by the
pathogen occurred in poults from experimental inoculation in eggshell. It follows
that analysis of fertility, hatchability and ratio of poult weight by egg weight does
not show presence of Salmonella Enteritidis in hatchery. However, hatchery
contamination may be determined by detection of Salmonella Enteritidis in egg
components and meconium. The method of inoculation via air cell influenced
hatchability and embryo mortality.

Key words: experimental inoculation, bacterial isolation, Meleagridis gallopavo,
salmonellosis.



INTRODUCAO

O ovo fertilizado é uma grande célula reprodutiva individual
caracterizada como um sistema fechado e auto-suficiente, que armazena todo
0 material necessario para o desenvolvimento de uma ave viavel (RUIZ &
FOLEGATTI, 1995).

Neste contexto, 0 Ovo representa um meio propicio para o
desenvolvimento de microrganismos e sao necessarias diversas barreiras
intrinsecas de defesa contra bactérias (NASCIMENTO & SALLE, 2003). A
cuticula € uma cobertura glicoprotéica, transparente e delgada que cobre por
curto periodo a superficie externa do ovo, selando 99% dos poros. A casca e
suas membranas constituem uma barreira fisica rigida que limita a penetracao
de bactérias, enquanto o albume possui uma série de substancias
antimicrobianas como lisozima, coalbumina, avidina, riboflavina, apoproteina,
etc., que impedem a multiplicacdo e o deslocamento bacteriano (NAKANO et
al., 2003).

Apesar de 0 ovo ser um excepcional invOlucro natural, a
contaminacgdo inata de ovos pode ocorrer como resultado da infec¢éo do tecido
reprodutivo durante a formacéo do foliculo da gema e/ou formacéo do albume
no oviduto, antes da formacg&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, agua, bandejas, cama, piso ou em qualquer local
contaminado, inclusive incubatorios, caracterizando-se a transmisséo horizontal
(HUMPREY, 1994; MIYAMOTO et al., 1997; COX et al., 2000).

Apesar do baixo percentual de ovos positivos para Salmonella apos a
postura, a via de transmissdo vertical € particularmente importante para o
processo de amplificacdo da contaminagao durante a incubacéo (GAST, 1997).
Um dnico ovo contaminado com Salmonella na incubadora pode disseminar
extensivamente a bactéria no ambiente (BAILEY et al., 1998).

A penetracdo de Salmonella na casca do ovo e na membrana da
casca pode resultar em transmissdo direta do agente para o embrido em
desenvolvimento (GAST, 1997), causando aumento de mortalidade

embrionaria precoce, ovos bicados com embrides vivos e mortos (BUT, 2005b).



A transmisséao horizontal também pode ocorrer através de penugens e residuos
de nascimento que liberam Salmonella no ar que circula nos nascedouros,
expondo peruzinhos durante a eclosdo (GAST, 2003). O reflexo dessa
contaminac@o pode afetar a qualidade das aves, causando doenca clinica e
mortalidade nos primeiros dias de vida (BOLELI, 2003).

Inoculacdes experimentais de Salmonella tém sido conduzidas em
diversos estudos, envolvendo infec¢cdes em matrizes (MIYAMOTO et al., 1997;
GAST et al., 2004), inoculagdo através da casca do ovo (PADRON, 1990;
BARROS et al., 2001) ou cavidade alantoide (BRAUN & FEHLHABER, 1995;
ANDRADE, 2005). Estas experimentacdes promovem conhecimentos sobre a
interacdo do patégeno com o hospedeiro, melhorando a eficiéncia de
estratégias de controle com impacto significativo na reducédo da freqiéncia de
transmisséo de doengca em humanos (GAST, 1997).

Baseado nesta expositiva pretendeu-se avaliar a inoculacdo de
Salmonella Enteritidis através da habilidade do patégeno de migrar para os
componentes do ovo e da determinagdo dos indices de incubacdo, frequiéncia

da mortalidade embrionaria e infeccao do trato gastrintestinal ao nascimento.



MATERIAL E METODOS

Locais

O experimento com ovos embrionados de perus foi conduzido no
Setor de Doencas de Aves, no Isolamento do Hospital Veterinario € no
Laboratério de Bacteriologia do Departamento de Medicina Veterinaria da
Escola de Veterinaria (EV) da Universidade Federal de Goias (UFG).

Delineamento experimental

Foram utilizados 400 ovos férteis de perus da linhagem British United
Turkeys (BUT), obtidos de granja de matrizes em inicio de producao, localizada
na regido Centro-Oeste do Brasil. Os ovos foram transportados em condi¢cdes
ambientais ao Laboratério de Doencas de Aves, onde foram pesados,
identificados e distribuidos aleatoriamente em quatro tratamentos constituidos
de 100 ovos ou 100 unidades experimentais.

QUADRO 1 — Delineamento experimental.

Via de i
Tratamento _ . Inoculo
inoculagéao
Controle — casca (CC) Casca Solucéo salina a 0,85%
Controle — camara de ar (CCA) Camara de ar Solucéo salina a 0,85%
4,2 X 10* UFC/mL de
Inoculado — casca (IC) Casca

Salmonella Enteritidis
i A 4,2 X 10* UFC/mL de

Inoculado — cAmara de ar (ICA) Cémara de ar o
Salmonella Enteritidis

Preparacao do inéculo

O ino6culo foi preparado com Salmonella Enteritidis isolada de
amostras oriundas de frangos de corte, cedida pelo Laboratorio de
Bacteriologia da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Goiés.



A concentracdo do inéculo foi de 4,2 x 10* UFC/mL, conforme
descrito em BRADSHAW, et al. (1990).

A cepa foi replicada em agar verde brilhante e incubada a 37°C por
18-20h. Em seguida, as células foram suspensas em solucao salina tamponada
a 0,85%, mantida a 4°C e concentracdo de 4,2 X 10* UFC/mL, ajustada com
auxilio da escala de Mac Farland (FERNANDEZ et al., 2001).

A concentracdo foi confirmada por plaqueamento das diluicoes
decimais seriadas em agar verde brilhante, com posterior incubacdo a 37°C e

contagem das UFC de Salmonella Enteritidis.

Inoculacdo dos ovos

Os procedimentos de inoculacdo foram realizados com material
esterilizado e em camara de seguranca biologica classe Il.

Os ovos inoculados na casca com Salmonella Enteritidis (IC) foram
expostos ao inbéculo por contato com as maos revestidas com luvas
descartaveis, simulando possivel contaminac¢do cruzada. Com auxilio de uma
seringa de tuberculina, 0,1 mL de solucao salina tamponada a 0,85%, contendo
4,2 X 10* UFC/mL foi depositada nas maos revestidas com as luvas. Cada ovo
foi mantido por um periodo de 20 segundos nas luvas contaminadas para
umedecer toda a superficie. O mesmo procedimento foi realizado com os ovos
inoculados com placebo via casca (CC) empregando-se solucdo salina a
0,85%.

Os ovos inoculados na camara de ar com Salmonella Enteritidis
(ICA) foram inoculados na camara de ar. Estes foram desinfetados com
solucéo de iodo a 10% no local da perfuracdo da casca e, com o auxilio de
uma furadeira com broca de calibre um milimetro, perfurou-se a casca. Um
conjunto de seringa de tuberculina de 1,0 mL e agulha de calibre 13 X 0,45 mm
foi utilizado para inocular 0,1 mL de solucdo salina a 0,85%, tamponada e
esterilizada, contendo 4,2 X 10* UFC/mL na camara de ar, num angulo de 30°.
Finalmente, os orificios foram vedados com parafina histolégica. O mesmo
procedimento foi realizado com os ovos inoculados na camara de ar com

placebo (CCA), empregando-se solucéo salina a 0,85%.



Imediatamente apds a inoculacdo na casca e na camara de ar, 0s
ovos foram acondicionados em seis incubadoras artificiais, modelo 1P130 —
Premium ecoldgica com capacidade para 80-100 ovos por maquina, viragem
automdtica a cada quatro horas e circulacdo de ar forcada através de
ventilador. A temperatura de incubacéo foi ajustada para 37,0 a 37,5°C e a
umidade relativa para 62 a 68%, de acordo com FRENCH (2005). Para evitar
contaminagfes, 0s ovos dos grupos controles foram mantidos em sala

separada com condi¢cdes ambientais semelhantes.

Pesquisa de Salmonella

Preparacdo das amostras

A cada semana foram coletados dois ovos por tratamento que foram
imediatamente processados.

A casca foi retirada com o auxilio de tesouras e pincas esterilizadas e
os fragmentos colocados em placas de Petri para pesagem de 1g em balanca
de precisdo de 0,01 g e posteriormente em tubos de ensaio de 18X180 cm
contendo 9 mL de caldo selenito cistina (CS). Os tubos inoculados contendo
CS foram incubados a 37°C por 24h.

O mesmo procedimento foi realizado para: albume/liquido alantéide;
membranas externas e internas; saco vitelinico/gema; embrides. As amostras
obtidas de embrides foram obtidas através de macerado total de todos os

orgaos e estruturas.

Identificagéo de Salmonella

A pesquisa de Salmonella foi realizada de acordo com o proposto em
BRASIL (2003) e GEORGIA POULTRY LABORATORY (1997), com algumas
modificagOes descritas a seguir.

Os fragmentos foram retirados, pesados e incubados em caldo

selenito cistina a 37°C por 24h com auxilio de uma al¢ca de niquel-cromo.



Aliguotas do caldo foram plagueadas por esgotamento em estrias para meios
seletivos (dgar MacConkey, Hektoen e agar verde brilhante) e incubados a
37°C por 24h.

A leitura foi realizada através da selecdo de unidades formadoras de
colénias (UFC) com caracteristicas morfolégicas de Salmonella. De trés a cinco
UFC por placa foram transferidas para tubos contendo agar triplice acucar ferro
(TSI) e incubados a 37°C por 24h.

Os tubos de TSI com crescimento sugestivo de Salmonella foram
submetidos ao teste de urease, producdo de indol e H,S, vermelho metila,
motilidade, lisina descarbozilase, teste do malonato e citrato.

Devido a variabilidade antigénica do género Salmonella, a
classificacdo do sorovar envolvido € bastante laboriosa (BRASIL, 2003). Assim,
quando as reacdes bioquimicas foram compativeis com Salmonella, as
amostras foram submetidas ao teste sorolégico com soro polivalente anti-O e
remetidas a Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) em agar nutriente para

confirmacédo do sorovar isolado.

Ovoscopia

Os ovos foram examinados por ovoscopia apO0s 336 horas de
incubacdo. Agueles que ndo apresentarem embrides viaveis foram retirados do
processo para determinacao do periodo de mortalidade embrionéaria e pesquisa

de Salmonella Enteritidis.

Embriodiagnéstico

Ao final da incubacdo com 660 horas, 0s ovos que ndo apresentaram
embrides viaveis foram quebrados para avaliacdo da fase de desenvolvimento
embrionario em que ocorreu a morte do embrido.

O periodo de mortalidade foi considerado de acordo com as
descri¢cdes: infértl, o ovo com um denso ponto branco (blastodisco);

mortalidade inicial como embribes mortos até sete dias; mortalidade



intermediaria como embrides mortos de oito a 22 dias; mortalidade final como

embrides mortos de 23 a 28 dias.

Parametros de incubacéo

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

Os ovos e o0s peruzinhos foram pesados para determinagdo do
percentual do peso do peruzinho em relacdo ao peso do ovo. Esta variavel foi
calculada pelo peso médio de peruzinhos multiplicado por 100, dividido pelo

peso médio do ovo.

Analises estatisticas

O teste paramétrico do qui-quadrado (%) foi empregado para avaliar
a freqiiéncia da mortalidade embrionéria, rendimento de incubacao (fertilidade,
eclodibilidade total e de ovos férteis, relacdo peso do peruzinho pelo peso do
ovo) e freqiéncia de isolamento de Salmonella Enteritidis nos componentes do
ovo e frequéncia de peruzinhos nascidos infectados (STEVENSON, 1986;
SAMPAIOQ, 2002).



RESULTADOS

Os tratamentos ndo apresentaram diferencas (P>0,05) quanto a
fertilidade, como é possivel observar na Figura 1. A eclodibilidade total e dos
ovos férteis foram diferentes (P<0,05) entre os grupos inoculados via casca e
via camara de ar, independente do agente inoculado (placebo ou Salmonella).

Com relagédo a via de inoculacdo pela casca, ndo houve diferenca
(P>0,05) entre a freqiéncia dos tratamentos com placebo ou Salmonella
Enteritidis. Entretanto, quando a inoculacdo foi pela camara de ar, notou-se
reducdo da eclodibilidade (P<0,05) no tratamento inoculado com Salmonella

Enteritidis em relacéo a inoculacdo de placebo.

110%

100% - a a a a

90% -

a

80% - a

70% - a a

60% -

50% -

40%

30% - b b

20% -

0%
cc CCA IC ICA

O ECLOD FERTEIS 80,22% 63,74% 23,86% 0,92%
B ECLOD TOTAL 77,66% 61,70% 22,34% 0,88%
O FERTILIDADE 97,00% 97,00% 94,00% 95,00%

* Letras diferentes nas colunas de mesma cor indicam diferencga (P<0,05) no teste xz; cc=ovos inoculados
na casca com placebo, ic=ovos inoculados na casca com Salmonella Enteritidis, cca=ovos inoculados na
camara de ar com placebo, ica=ovos inoculados na cAmara de ar com Salmonella Enteritidis.

FIGURA 1 - Fertilidade, eclodibilidade total e de ovos férteis em ovos oriundos
de matrizes de perus inoculados com Salmonella Enteritidis na casca e na
camara de ar.

Com relagdo a mortalidade embrionaria, ndo houve diferenga
(P>0,05) entre os tratamentos quando a inoculagcdo foi via casca. Quando
Salmonella Enteritidis foi inoculada via camara de ar, as mortalidades precoce
e tardia se manifestaram de forma diferente (P<0,05) entre os agentes
inoculados (Figura 2). A mortalidade precoce foi maior no tratamento inoculado

com Salmonella e a mortalidade tardia foi maior no tratamento inoculado com



placebo. No entanto, a mortalidade intermediaria nao diferiu (P>0,05) entre os

tratamentos inoculados via caAmara de ar.

100%

80% -

60% -

40%

b b
e L. gl |
a a a a
0% ! !
CcC IC CCA ICA
O PRECOCE 2,13% 2,13% 11,70% 66,67%
B INTERMEDIARIA 1,06% 2,13% 22,34% 21,93%
OTARDIA 7,45% 13,83% 25,53% 5,26%

* Letras diferentes nas colunas de mesma cor indicam diferenga (P<0,05) no teste XZ; cc=ovos inoculados
na casca com placebo, ic=ovos inoculados na casca com Salmonella Enteritidis, cca=ovos inoculados na
camara de ar com placebo, ica=ovos inoculados na camara de ar com Salmonella Enteritidis.

FIGURA 2 — Mortalidade embrionaria de ovos oriundos de matrizes de perus
inoculados com Salmonella Enteritidis na casca e na camara de ar.

Para a inoculacdo na camara de ar, notou-se que a maioria das
amostras e estruturas analisadas (casca, membrana da casca, albume/gema e
embrido) foi positiva para Salmonella Enteritidis, mostrando que o patégeno se
manteve e disseminou para todos os componentes do ovo desde o inicio da
incubacédo (Tabela 1). Todas as andlises dos ovos inoculados na casca com
placebo e inoculados na camara de ar com placebo foram negativas para o

patdgeno.

TABELA 1 - Frequéncia de isolamento de Salmonella Enteritidis nos componentes
de ovos férteis durante a incubacéo

VIA DE INOCULACAO

Inoculado casca Inoculado camara de ar
Componentes do ovo namero % namero %
Casca 7/8 87,50 8/8 100,00
Membrana da casca 3/4 75,00 717 100,00
Albume / Gema 1/4 25,00 7/8 87,50
Embrido 1/7 14,29A 717 100,00B

* Letras diferentes na mesma linha indicam diferencga (P<0,05) pelo teste xz.

Na comparacdo com 0s ovos que receberam o agente infeccioso na

camara de ar (Tabela 1), notou-se diferenca (P<0,05) nas andlises



bacteriologicas dos embrides em relacdo aos inoculados na casca, mostrando
que a bactéria migrou para os componentes do ovo com mais facilidade
guando a via de inoculagéo foi a camara de ar.

Verifica-se na Tabela 2 que a relagédo peso do peruzinho pelo peso
do ovo esteve entre 69,31% e 73,43%, porém nao houve diferenca (P>0,05)

entre os tratamentos para esta variavel.

TABELA 2 - Relacéo peso médio do ovo / peso médio segundo os tratamentos e
a via de inoculacao

CcC CCA IC ICA
Peso ovo 86,3 85,9 86,3 85,8
Peso pinto 63,4 61,9 59,8 71,0
Relacao (%) 73,4 72,1 69,3 82,7

* Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca (P<0,05) pelo teste xz; cc=ovos inoculados na casca
com placebo, ic=ovos inoculados na casca com Salmonella Enteritidis, cca=ovos inoculados na camara
de ar com placebo, ica=ovos inoculados na cdmara de ar com Salmonella Enteritidis.

Os peruzinhos inoculados com Salmonella Enteritidis na casca
apresentaram colonizacdo intestinal positiva em 16,22% de peruzinhos
eclodidos. Em relagdo aos ovos inoculados na cAmara de ar, o Unico peruzinho
nascido apresentava colonizacdo intestinal positiva. Nos tratamentos controles
(CC e CCA) nao foram encontradas UFC com caracteristicas morfoldgicas,

bioquimicas ou sorologicas compativeis com Salmonella Enteritidis (Tabela 3).

TABELA 3 - Resultado bacteriologico de meconio de peruzinhos inoculados
experimentalmente na casca e camara de ar

Via de inoculacéo NUmero %
Casca 6/57 16,2
Camara de ar 1/1 100,0
DISCUSSAO

No processo de incubacdo de ovos de perus, altos indices de
fertilidade séo os objetivos principais da producao de ovos. A determinacao da
fertilidade € uma tarefa importante para monitorar a performance da equipe de
inseminacao artificial e determinar a mortalidade precoce (BUT, 2005a). A
fertilidade é ainda o parametro que reflete o desempenho de todas as etapas

do processo, desde a recria de matrizes, ao manejo de producdo de ovos, a



nutricdo, o padrao tecnoldgico dos incubatorios e diversos procedimentos de
biosseguridade (PERDIGAOQ, 2008).

No presente ensaio, todos o0s tratamentos apresentaram altos
indices de fertilidade (entre 97% e 94%) adequados para o processo de
inseminacao artificial na criacdo de perus. Esses resultados estdo de acordo
com BUT (2008), que preconiza como meta de fertilidade 91,6% na primeira
semana de postura e 95,7% no pico de produgcdo, que ocorre cinco semanas
depois do inicio do manejo de inseminacao artificial.

A eclodibilidade total e de ovos férteis inoculados na casca foi
semelhante entre os tratamentos (P>0,05), embora o agente infeccioso
estivesse presente durante todo o processo. Experimento anterior também néo
indicou alteracdes nos indices de incubacdo em matrizes de frangos de corte
de linhagens de crescimento rapido e lento inoculados com Salmonella
Enteritidis pela casca (ANDRADE, 2005).

Com relacéo a eclodibilidade prevista pela linhagem, os parametros
encontrados foram inferiores a meta de 78,0% na primeira semana de postura
e 87,4% na sexta semana. Essa diferenca ocorre pela dificuldade de controle
minucioso de temperatura, considerado o fator mais importante para o sucesso
de incubacédo em estagio unico (BUT, 2008).

De acordo com FRENCH (2005), durante a primeira semana de
incubacdo a temperatura deve ser alta (37,5°C), mas a partir da segunda
semana de incubacao, o embrido é mais sensivel ao excesso de calor. No 14°
dia, o embrido comeca a produzir calor que aumenta significativamente nas
duas ultimas semanas, devendo reduzir o regime de temperatura para 37,0°C.

Para ovos inoculados via camara de ar, a eclodibilidade foi afetada
na inoculacao via casca e via camara de ar. Em experimento realizado por
ANDRADE (2005), os indices de incubacdo foram inferiores em ovos
inoculados na cavidade alantdide com placebo ou Salmonella Enteritidis, mas
os embrides foram capazes de se desenvolver e eclodir. Por outro lado, na
inoculacédo via camara de ar utilizada neste experimento, a técnica pode ser
considerada muito invasiva, interferindo no desenvolvimento embrionério.

Com relagéo a determinacdo da mortalidade embrionaria, utilizou-se
a andlise de ovos ndo eclodidos (embriodiagnostico) (ERNST et al., 2004). Em

bons lotes de incubac&o, ha dois periodos mais importantes de mortalidade



embrionaria: trés a dez dias e 25 a 27 dias. Alta mortalidade em outros estagios
de desenvolvimento pode indicar um problema agudo durante a incubacéo
(BUT, 2005b).

Na inoculagdo via casca, nao foram observadas diferencas de
mortalidade embrionaria entre os ovos desafiados ou ndo com Salmonella
Enteritidis. Entretanto, na inoculacdo pela camara de ar, o patdgeno
determinou 66,67% de mortalidade precoce (P<0,05), o que resultou
naturalmente em menores taxas de eclodibilidade de ovos férteis (0,92%) e de
ovos totais (0,88%).

A partir destes dados, verificou-se que a camara de ar demonstrou
ser um ambiente propicio para o0 estabelecimento e multiplicagdo da
Salmonella Enteritidis. De acordo com LIONG et al. (1997), a ligagao entre a
membrana externa e interna da casca € ténue e com falhas, permitindo a
existéncia e reproducdo de microrganismos nesses espacos. Em relacdo a
penetracdo bacteriana, as membranas agem como um filtro, no entanto, a
resisténcia das membranas pode ser rapidamente quebrada quando um
in6culo com alta concentracdo bacteriana é usado e, especialmente, quando 0s
ovos sdo mantidos a 37°C (NASCIMENTO & SALLES, 2003).

A constatacdo de que Salmonella Enteritidis péde se multiplicar
durante a formacdo do ovo passa a ser ainda mais preocupante do ponto de
vista epidemiologico a partir da confirmagdo da presenca do patbgeno em
amostras de sémen de perus (DONOGHUE et al., 2004). O manejo
preconizado em granjas de matrizes envolvendo a coleta de sémen em pools
de véarios machos (BUT, 2006), facilita a disseminagdo da bactéria no plantel a
partir desta fonte de infeccéo.

A bactéria inoculada tanto na casca quanto na camara de ar
permaneceu viavel durante todo o periodo de incubacdo, migrando para 0s
componentes internos do ovo. Entretanto, os mecanismos de defesa dos ovos
foram suplantados em menos amostras quando a via de inoculacéo foi a casca.
A bactéria permaneceu na superficie e invadiu as membranas da casca na
maioria das amostras, no entanto, poucas amostras colonizaram 0 saco
vitelino, o liquido alantdide e, ainda poucos embrides foram positivos para
Salmonella Enteritidis.



Vérios fatores podem ter influenciado a penetracéo do patdégeno para
os componentes do ovo. SONCINI & BITTENCOURT (2003) afirmaram que a
porosidade, a qualidade da cuticula, a espessura da casca e a presenca de
rachadura e trincas sao fatores que influenciam a penetracdo bacteriana no
ovo. MESSENS et al. (2005), em artigo de reviséo, relataram que existem
fatores extrinsecos e intrinsecos que podem afetar a penetracao da Salmonella
na casca. Dentre os extrinsecos, destacaram a cepa e a concentragdo 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.

Em relagdo a migracdo de Salmonella Enteritidis inoculadas via
camara de ar, o patdgeno migrou para 0s componentes do ovo na maioria das
amostras desde o inicio da incubacdo. Ha diferentes opinides 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 o ovo atingindo o albume, pode se multiplicar por
curto periodo de tempo, e de forma rapida ser reduzida numericamente, pois 0s
componentes do albume e o pH sdo desfavoraveis ao seu desenvolvimento
(BOARD, 1968).

Entretanto, a bactéria esteve presente em 100% das amostras de
casca, membrana da casca e embrido, indicando que o maximo efeito
bactericida do albume €& maior somente nos primeiros dias de incubacao
(SPARKS, 1985). Uma segunda possibilidade é a de que a bactéria pode estar
em posicdo protegida depois de penetrar o ovo. A casca previne que
desinfetantes externos alcancem a Salmonella nas membranas e estas
protegiriam a bactéria de qualquer acdo antibacteriana do albume (CASON et
al., 1993).

Outro importante indicador do processo de incubacéo é a avaliacdo
da relacdo peso peruzinho pelo peso do ovo, determinando a qualidade das
aves entregue nas granjas. Tipicamente o0 percentual de peso do
peruzinho/peso ovo estd entre 66 a 68%, mas pode ser inferior quando o
incubatorio utiliza tempo de descanso antes da expedicdo (BUT, 2005c; BUT,



2005d). No presente estudo, a relacdo ovo/peruzinho esteve entre 69,31% e
73,43%, indicando que as aves foram retiradas precocemente das incubadoras.

A alta relagéo peso ovo pelo peso do peruzinho pode ser prejudicial
em granjas de crescimento, pois as aves estdo menos ativas e mais propensas
ao tombamento — aves flip over (BUT, 2005d). Entretanto, no presente estudo,
as aves passaram por um periodo de descanso antes do alojamento e nao foi
observada a ocorréncia de peruzinhos flip over.

Verificou-se positividade de 16,22% e 100% dos meconios quando
Salmonella Enteritidis foi inoculada via casca e via céamara de ar,
respectivamente. A colonizacdo intestinal positiva para Salmonella Enteritidis
ao nascimento confirma a suscetibilidade de perus ao patégeno, o que esta de
acordo com as observacées de BERCHIERI JUNIOR (2000).

Pelo percentual de positividade encontrado nos componentes do ovo
e nos meconio analisados, pode-se afirmar que o patdogeno se disseminou pelo
organismo e determinou alta colonizacdo intestinal de peruzinhos que
eclodiram. Estes dados estdo de acordo com estudos de diversos
pesquisadores que isolaram o sorovar em lotes de perus comerciais (HAFEZ &
MAZAHERI, 2000; BELI et al., 2001; DONOGHUE et al., 2004).

CONCLUSOES

A analise da fertilidade, eclodibilidade e relacdo peso do peruzinho
pelo peso do ovo nado evidencia a presenca de Salmonella Enteritidis no
incubatério. Por outro lado, a contaminacdo no incubatério pode ser
determinada pela pesquisa de Salmonella Enteritidis nos componentes do ovo
e no mecodnio. O patdgeno determina alta colonizagéo intestinal ao nascimento
e esta presente na casca, membrana da casca, albume/gema e embriéo.

A metodologia de inoculagdo via camara de ar influenciou a
eclodibiidade e a mortalidade embrionaria. A inoculagdo de placebo
determinou baixa eclosdo e alta mortalidade embrionaria tardia, enquanto
Salmonella Enteritidis determinou baixa ecloséo e alta mortalidade embrionéria

inicial.
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CAPITULO 3 — AVALIACAO DO DESEMPENHO, ASPECTOS CLINICOS E
HISTOPATOLOGICOS DE PERUS DE UM DIA INOCULADOS
EXPERIMENTALMENTE COM Salmonella Enteritidis

RESUMO: No presente estudo, 135 perus de corte de um dia oriundos de
inoculacéo via casca e via agua de bebida foram avaliados quanto aos efeitos
de Salmonella Enteritidis em colonizar o trato gastrintestinal, estabelecimento
de infeccdo sistémica, desenvolvimento de alteracbes histopatologicas e
alteracdo das variaveis de desempenho. As aves foram distribuidas em trés
tratamentos (controle, inoculado com Salmonella Enteritidis via casca e via
camara de ar) de nove repeticdes e cinco unidades experimentais por parcela.
Aos 10, 20 e 28 dias, as aves foram avaliadas em relacdo ao desempenho.
Apés a pesagem, cinco aves de cada tratamento foram necropsiadas para
realizar o isolamento bacteriano do intestino, figado, baco e coracédo. Foi
empregado o0 teste do qui-quadrado para as variaveis qualitativas e o
procedimento Anova para as quantitativas, sendo as médias comparadas pelo
teste de Tukey (5%). A colonizacdo intestinal aumentou (P<0,05) durante a
fase inicial no tratamento inoculado na casca, mas nao no tratamento inoculado
na agua de bebida. O intestino apresentou maior peso ao primeiro, décimo e
28° dias quando Salmonella esteve presente. Por outro lado, ndo houve
diferenca (P>0,05) entre os tratamentos em relacdo ao comprimento do
intestino. Salmonella Enteritidis foi capaz de colonizar o trato gastrintestinal e
estabelecer infeccdo sistémica, sendo a recuperacdo do patdégeno maior no
figado, bago e papo. A taxa de mortalidade foi alta durante os primeiros 10 dias
de idade, com discretos sinais clinicos ou lesdes anatomopatoldgicas. Conclui-
se que a contaminacdo da casca do ovo antes da incubac&o gerou aves
susceptiveis a infeccdo ao nascimento e a frequéncia de isolamento de
Salmonella Enteritidis persistiu até 28 dias de idade. A inoculagdo de
Salmonella pela dgua de bebida gerou aves infectadas, porém com menor
recuperacdo do patdégeno com o aumento da idade. Neste experimento,
infeccdes por Salmonella Enteritidis causaram reducédo de desempenho (menor
peso corporal, maior conversao alimentar e menor peso de 6rgaos) em relacdo
ao tratamento controle, confirmando potenciais prejuizos para a producéo
avicola mundial.

Palavras-chaves: colonizagao intestinal, histomorfometria, invasao, Meleagridis
gallopavo, salmonelose.



CHAPTER 3 - ASSESSMENT OF PERFORMANCE, CLINICAL AND
HISTOPATHOLOGIC ASPECTS OF DAY OLD TURKEYS INOCULATED
WITH Salmonella enteritidis

ABSTRACT: In this study, 135 day old turkeys from inoculation via eggshell and
via drinking water were evaluated as effects of Salmonella Enteritidis in
colonization  gastrointestinal  tract, establishment systemic infection,
development pathological changes and modification performance variables.
Poults were divided into three treatments (control, inoculated with Salmonella
Enteritidis via shell and air cell) in five replications of nine experimental units per
plot. At 10, 20 and 28 days, turkeys were performance evaluated. After weigh,
five birds from each treatment were necropsied to bacterial isolation in intestine,
liver, spleen and heart. The y-square test was employed for qualitative variables
and Anova procedure for quantitative variables with averages compared by
Tukey test (5%). Intestinal colonization increased (P<0.05) during the early
phase in treatment inoculated in eggshell, but not in treatment inoculated in
drinking water. The intestine showed high weight on first, tenth and 28th days
when Salmonella was present. Moreover, there was no difference (P>0.05)
among treatments with regard to length of intestine. Salmonella Enteritidis was
able to colonize gastrointestinal tract, establish systemic infection. Recovery of
the pathogen increased in liver, spleen and crop. The mortality rate was high
during first 10 days with mild clinical signs or pathological injuries. It was
concluded that eggshell contamination before hatching generated birds
susceptible to infection at birth and Salmonella Enteritidis isolation persisted
until 28 days old. Salmonella inoculation via drinking water generated infected
birds, but with less recovery of the pathogen with increasing age. In this
experiment, infections caused by Salmonella Enteritidis reduced performance
(lower body weight, higher feed conversion and lower organs weight),
comparing with control treatment, confirming potential damage to poultry
production worldwide.

Key words: intestinal colonization, histomorphometry, invasion, Meleagridis
gallopavo, salmonellosis.



INTRODUCAO

Infeccbes por Salmonella sp. em perus estdo distribuidas
ubiqguamente e resultam em severas perdas econdmicas, causando altos
custos com erradicacido e medidas de controle (KRUGER et al., 2008). Apesar
da taxa de morbidade da salmonelose humana especificamente causada pela
carne de perus ser dificil de avaliar (DAVIES et al., 2008), estudos pilotos tém
sido desenvolvidos para gerar um banco de dados comparativos entre diversos
paises (KAESBOHRER et al., 2008).

Na Inglaterra, em 42% dos aviarios positivos houve deteccdo do
mesmo sorovar em dois lotes consecutivos mesmo aplicando-se um método
intensivo de limpeza e desinfeccao no intervalo entre lotes (CARRIQUE-MAS et
al., 2008).

Na Unido Européia, apesar da Resolucdo 2160/2003 prever a
auséncia de Salmonella Enteritidis e S. Thyphimurium em 25 gramas de
amostra em trés anos (ELLERBROEK, 2008), resultados ainda revelaram uma
alta prevaléncia da bactéria em lotes de perus da Alemanha. O isolamento de
Salmonella sp. foi de 13,7% em 2001, 17,6% em 2002 (HAFEZ, 2006) e estudo
mais recente revelou que 10,5% das amostras de lotes de terminacao
apresentavam 12 diferentes sorovares, incluindo S. Enteritidis (KAESBOHRER
et al., 2008).

Na América do Norte, em estudos conduzidos no Canada, 86,7% das
amostras ambientais (cama de aviario e poeira) em criacdes de perus
comerciais (IRWIN et al., 1994) e 54% das amostras de ceco de peru coletadas
ao abate (ARSENAULT et al., 2007) estavam contaminadas por Salmonella
sp.. Nas criagbes comerciais dos Estados Unidos, COX et al. (2000)
constataram a presenca do patdgeno em amostra cecais de até 40% de perus
com 15 semanas de idade e SANTOS (2005) encontraram positividade de
70,1% para Salmonella sp. em perus com trés semanas de idade.

No Brasil, infec¢cdes paratificas em perus sdo observadas
ocasionalmente, mas ndo tém sido associadas com doenca clinica ou
mortalidade (BACK, 2008). De acordo com BACK (2002), essas infeccOes

subclinicas sdo mais preocupantes do ponto de vista da saude publica, onde as



aves agem como reservatorios para introducdo da Salmonella sp. na cadeia
alimentar do homem.

O estudo da dindmica microbiana intestinal representa uma
importante ferramenta para a determinacédo da saude e desempenho das aves,
através dos efeitos sobre a morfologia intestinal, nutricdo e patogénese de
doencas intestinais (LEE et al, 2002).

Apesar do consideravel desenvolvimento intestinal de peruzinhos
durante a incubacao, o 6rgéo ainda é funcionalmente imaturo ao nascimento
em termos da capacidade de digestdo e absorcdo (SELL et al.,, 1991). A
maturacdo do intestino envolve mudancas morfofisiol6gicas, como aumentos
no comprimento do intestino, na altura e densidade dos vilos (MAIORKA,
2001), na superficie e proliferagdo de enterocitos (FRIEDMAN et al., 2003),
producdo de enzimas pancredticas e intestinais, entre outros fatores que
preparam a ave para 0 consumo e utilizacdo de alimentos (TUCKER &
TAYLOR-PICKARD, 2004).

Os ensaios morfométricos tém sido utilizados para mensurar 0s
efeitos de patdgenos sobre os processos fisiolégicos e a capacidade de
absorcdo dos alimentos (REZENDE, 2002; ANDRADE, 2005). A microbiota
intestinal é bastante complexa e em conjunto com o epitélio intestinal, agem
como uma barreira natural contra bactérias patogénicas. Qualquer distarbio
causado por patdgenos pode alterar a permeabilidade desta barreira e afetar a
renovacao celular (turnover), levando a alteracbes morfolégicas e funcionais do
intestino (NITSAN, 1995; MAIORKA et al., 2002).

Em perus, o desenvolvimento intestinal imediatamente apds a
ecloséo e até duas semanas de vida tem sido descrito na literatura (UNI et al.,
1999; NOY et al., 2001; APPLEGATE et al., 2005), entretanto raramente
relacionado com a infec¢cdo por Salmonella sp. (POTTURI et al., 2005). O
estudo de inoculacbes experimentais do patdégeno auxilia na determinagcédo de
infeccbes assintomaticas, assim como a habilidade de colonizagdo intestinal
(DHILLON et al., 2001; ANDRADE, 2005).

Por outro lado, em infec¢cBes naturais, a epidemiologia e a dinamica
de infeccbes por Salmonella sp. em aves ainda apresenta informacdes
limitadas (CARRIQUE-MAS et al., 2008). Apods a infeccdo oral, Salmonella

atinge o lumen intestinal e adere as células epiteliais, constituindo o primeiro



passo para se estabelecer a infeccdo. Concomitantemente, ha inducdo de
mudancas na estrutura da membrana plasmatica do epitélio, levando a
internalizacdo da bactéria, em um processo chamado invasdo. Salmonella
passa a se multiplicar intracelularmente e devido a inflamacédo da parede
intestinal, macréfagos migram dos vasos sanglineos para a lamina propria.
Leucdcitos realizam a fagocitose, mas diferentemente de outros patdgenos,
este processo ndo elimina a Salmonella pela presenca de substancias
antimicrobianas. Posteriormente, os macrofagos retornam ao vaso sanguineo e
dissemina a bactéria pelos Orgdos internos, estabelecendo um quadro de
infeccao sistémica (VAN IMMERSEEL et al., 2005).

Os eventos envolvidos na patogénese da salmonelose aviaria séo
determinados por diversos fatores. A habilidade da bactéria em colonizar o TGI
parece estar relacionada com a imunidade inata da espécie hospedeira e gama
de genes de viruléncia codificados pelo patégeno (BARROW et al., 1994). A
severidade de infeccdes por Salmonella Enteritidis em aves pode ser
influenciada pelas condicdes ambientais, grau de exposi¢cdo e presenca de
infecgbes concomitantes (CHARLES & NAGARAJA, 1994). Finalmente, 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 (DESMIDT et al., 1998).

Em aves experimentalmente infectadas, a presenca de Salmonella
Typhimurium foi detectada principalmente no intestino, figado e baco,
demonstrando a capacidade de disseminacdo pelo organismo (HENDERSON
et al., 1999). Em perus, a invasdo de células epiteliais do intestino delgado foi
relatada apds inoculacao in vitro de Salmonella (POTTURI et al., 2005).

O conhecimento da cinética de invasao da Salmonella nos diversos
orgdos em inoculacdes experimentais de perus auxilia na determinacdo de
orgdos de eleicdo para inferéncia da prevaléncia da bactéria nesta espécie
avicola, assim como esclarece aspectos epidemioldgicos da relacao entre a
bactéria, hospedeiro e ambiente (HARBAUGH et al., 2006).

Esta afirmacédo aliada a comprovacao da importancia da Salmonella
Enteritidis para a avicultura do estado de Goias (ROCHA, 2001; REZENDE,
2002) e também pela alta prevaléncia do sorovar no Brasil (SILVA & DUARTE,

2002), torna imprescindivel a avaliacdo dos efeitos do patdgeno na colonizacéo



do trato gastrintestinal, determinacdo de infeccao sistémica, leséo intestinal e

alteracéo das variaveis de desempenho em perus comerciais.



MATERIAL E METODOS

Locais

O experimento foi conduzido no Setor de Doencas de Aves, no
Isolamento do Hospital Veterindrio e no Laboratério de Bacteriologia do
Departamento de Medicina Veterinaria da Escola de Veterinaria (EV) da
Universidade Federal de Goias (UFG).

Delineamento experimental

Foram utilizados 135 perus de corte da linhagem British United
Turkeys (BUT) que foram distribuidos em delineamento inteiramente
casualizado, com trés tratamentos de nove repeticbes e cinco unidades

experimentais por parcela.

QUADRO 1 — Delineamento experimental

Via de i
Tratamento _ . Inoculo
inoculagéo
Controle — casca (CC) Casca Solucéo salina a 0,85%
4,2 X 10* UFC/mL de
Inoculado — casca (IC) Casca o
Salmonella Enteritidis
] _ Agua no 4,2 X 10* UFC/mL de
Inoculado — agua de bebida (1A) o
bebedouro Salmonella Enteritidis

As aves foram alojadas em baterias aquecidas de ac¢o galvanizado,
equipadas com comedouros e bebedouros tipo linear e bandejas para a
retirada de excretas. Os grupos controles foram alojados em sala separada dos
grupos inoculados, evitando a contaminacgao entre tratamentos.

Foi utilizada uma lampada incandescente de 100 W por andar para
manter a temperatura de conforto térmico compativel com a idade. Agua e
racado foram disponibilizadas ad libitum. Foi fornecida racdo com ingredientes

de origem vegetal a base de milho e farelo de soja, sem antibiéticos ou



anticoccidiano, a qual foi elaborada segundo exigéncias nutricionais

preconizadas pela linhagem British United Turkey Big 9 (BUT, 2006).

Variaveis de desempenho

As aves foram identificadas por um ndamero colocado no tarso-
metarso e pesadas individualmente no primeiro, décimo, 20° e 28° dias de vida.
A racdo e as sobras encontradas também foram pesadas e constituiram o
calculo das variaveis de desempenho.

As aves foram examinadas durante todos os dias do experimento por
duas vezes ao dia, sendo os sinais clinicos anotados. Aquelas que morreram,
foram pesadas, necropsiadas e as lesdes anotadas em fichas proprias. A
mortalidade foi utilizada para a correcdo do consumo médio de racdo e do
indice de converséo alimentar.

O consumo de racao foi obtido pela diferenca entre os valores de
racdo oferecida no inicio e as sobras, corrigidos pela mortalidade. O indice de
conversado alimentar foi calculado pela relacdo entre o consumo de racdo e o

ganho de peso corrigido pelo peso das aves mortas.

Biometria de 6rgaos

A biometria foi realizada com um, dez, 20 e 28 dias. ApOs a pesagem
das aves, cinco aves de cada tratamento foram submetidas ao jejum alimentar
por seis a oito horas, sendo posteriormente sacrificadas por deslocamento
cervical e necropsiadas. Os intestinos delgado e grosso foram removidos,
pesados (g) e medidos os comprimentos das alcas intestinais (cm). O saco
vitelino, figado, coragdo e baco foram removidos e pesados. Os dados
referentes aos pesos dos 6rgdos foram utilizados para calcular o peso relativo
dos 6rgaos (Peso relativo do 6rgdo = peso do 6rgao X 100, dividido pelo peso

Vivo), expresso na unidade de g/100 g de peso vivo.

Exames histopatolégico



As amostras de intestino, coracao, figado e baco foram processadas
de acordo com a metodologia convencional de LUNA (1968) adotada pelo
Laboratorio de Histologia da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de
Goias. Foram analisadas amostras dos trés tratamentos, entretanto ndo foram
processados os 0rgaos com resultado negativo para isolamento bacteriol6gico
ou soroldgico para Salmonella Enteritidis.

Cada orgédo foi dividido em dois fragmentos, sendo fixado em
formalina neutra tamponada a 10% e 9 mL de caldo selenito cistina. Os
fragmentos permaneceram 24 h em formalina e posteriormente foram
recortados em 5,0 mm de didmetro para acondicionamento em cassetes.

Com relacdo ao intestino, trés fragmentos de aproximadamente 3,0
cm de comprimento foram retirados das regides: porcao inicial do duodeno,
jejuno a dois cm acima do diverticulo de Meckel e ileo préximo da juncao
ileocecal. Agua destilada estéril foi afluida gentiimente no interior dos
segmentos para remover o0 conteludo intestinal. As pecas foram seccionadas
longitudinalmente, abertas e suas extremidades presas com grampos em um
pedaco de madeira. Cada fragmento foi colocado em frascos previamente
identificados, contendo formol tamponado a 10%.

Apoés a identificacdo, as pecas foram lavadas em agua corrente para
retirada de excessos de pigmentos de formol e posteriormente desidratadas em
alcool etilico em série crescente, desde 70% até alcool absoluto.

Posteriormente, foi realizada a clarificacdo com xilol e impregnacéo
em parafina histologica com ponto de fusdo a 56°C. Foram confeccionados
blocos de parafina para serem seccionados a 5,0 um em micrétomo rotativo
(AMERICAN-OPTICAL, modelo SPENCER-820), utilizando navalhas
descartaveis laminadas.

Os cortes foram colocados para flutuar em agua aquecida, de onde
foram colocados sobre laminas de vidro e corados pelo método de
hematoxilina-eosina (HE).

As lesbes foram classificadas de acordo com a gravidade
(acentuada, moderada e discreta) e quanto a distribuicdo (focal, multifocal e

difusa).



Exames histomorfométricos

Os fragmentos de duodeno, jejuno e ileo corados pela HE foram
submetidos aos indices morfométricos com o auxilio do software Axion Vision
3.0. As imagens das laminas foram digitalizadas do microscopio Optico de
campo claro (CARL ZEISS modelo JENAVAL) para o computador, por meio da
camera de video digital e a placa de captura.

Em seguida, foi realizada a histometria quantificada em micra,
adotando os critérios propostos por UNI et al (1998). A altura do vilo foi medida
usando o apice do vilo até a base da juncdo do vilo com a cripta. Ja a
profundidade da cripta foi definida com a profundidade da invaginagao da cripta
com os vilos adjacentes.

Para cada lamina foram lidos cinco campos com cinco leituras para
altura do vilo e cinco leituras para profundidade da cripta, totalizando 25 leituras
de altura de vilosidade e 25 leituras de profundidade de cripta por lamina. A

leitura de foi realizada sempre da direita para a esquerda do corte.

Pesquisa de Salmonella

No primeiro, décimo, 20° e 28° dias de vida foram coletadas ao acaso
cinco aves por tratamento e encaminhadas para o Laboratério de Doencas de
Aves, onde permaneceram em jejum alimentar por no minimo seis € maximo
oito horas. As aves foram sacrificadas por deslocamento cervical e, com auxilio
de materiais e equipamentos esterilizados, foram coletadas amostras de saco
vitelino, papo, coracdo, figado, vesicula biliar, baco, intestino,
mecdnio/conteudo cecal e swab cloacal.

Com um, 15 e 28 dias de idade foram coletadas amostras de
mecOnio e/ou excretas de todas as aves por compressdo da regido dorso-
ventral da cloaca ou por swab cloacal.

A pesquisa de Salmonella foi realizada de acordo com o proposto em
BRASIL (2003) e GEORGIA POULTRY LABORATORY (1997), com algumas
modificagdes descritas a seguir.



Aproximadamente 1 g de cada amostra foi transferida para 9 mL de
caldo selenito cistina e incubado a 37°C por 24 h. Aliguotas do caldo foram
transferidas para os meios seletivos agar MacConkey, agar Hektoen e agar
verde brilhante, sendo incubados a 37°C por 24 h.

Trés a cinco UFCs com caracteristica morfolégicas de Salmonella
foram transferidas para tubos contendo &gar triplice acucar ferro (TSI),
incubados a 37°C por 24 h.

Tubos de TSI com crescimento sugestivo de Salmonella foram
submetidos ao teste de urease, indol, motilidade, producédo de gas sulfidrico,
reacao de vermelho metila, malonato, citrato e lisina descarboxilase. Agueles
que apresentaram reacdes bioquimicas compativeis com Salmonella foram
submetidos ao teste sorolégico com antissoros polivalentes somaticos.
Amostras positivas a sorologia foram remetidas a Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) em meio agar nutriente para confirmacdo do sorovar inoculado e

recuperado.

Analise estatistica

Foi empregado o teste paramétrico do qui-quadrado (x°) para avaliar
a taxa de mortalidade e a frequéncia de peruzinhos nascidos infectados entre
as duas vias de inoculacdo pela Salmonella Enteritidis (STEVENSON, 1986;
SAMPAIO, 2002). Para as analises estatisticas das variaveis quantitativas foi
utilizado o programa SAEG (Sistema de Analise Estatistica e Genética) com o
procedimento Anova e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey com
a igual a 5% (EUCLIDES, 1983).



RESULTADOS

Os resultados referentes a analise bacterioldgica através do meconio e
das excretas dos peruzinhos podem ser observados na Tabela 1. O mecénio e
as excretas dos peruzinhos que receberam placebo foram bacteriologicamente

negativos em todas as idades.

TABELA 1 — Isolamento de Salmonella Enteritidis em mecoénio e swab cloacal de
peruzinhos inoculados na casca e agua de bebida com um, 15 e 28
dias de idade

Idade Inoculado — Casca Inoculado — Agua bebida
(dias) ndamero % ndamero %
1 6/57 10,5% - -
15 14/36 38,9% 7126 26,9%
28 11/27 40,7% 3/18 16,7%

* Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca (P<0,05) pelo teste XZ.

A via de inoculagdo néo influenciou (P>0,05) a excre¢do de
Salmonella Enteritidis no dia da eclosdo, aos 15 e 28 dias (Tabela 1). No
entanto, observou-se que peruzinhos oriundos de ovos inoculados na casca
apresentaram maior frequéncia de excrec¢ao fecal com 15 e 28 dias.

Pelos resultados da Tabela 2, observou-se que a via de inoculagéo
nao influenciou (P>0,05) o comprimento do intestino de perus com um, dez, 20
e 28 dias de idade. Quando se analisou 0 peso relativo do intestino (g/100g de
peso vivo), verificou-se que houve diferenca (P<0,05) no primeiro, 10° e 28
dias. No primeiro e 10° dias, notou-se maior peso dos intestinos dos perus
inoculados com Salmonella Enteritidis na casca. Aos 28 dias de idade, o maior
peso de intestino foi verificado em perus inoculados com Salmonella Enteritidis
na agua de bebida em relacdo aos tratamentos controle e inoculado na agua
de bebida.

TABELA 2 - Peso relativo (g/100 g de peso vivo) do intestino (PI), comprimento
do intestino (CI) de peruzinhos com um, dez, 20 e 28 dias de idade

Via de 1 dia 10 dias 20 dias 28 dias
inoculacdo Pl Cl Pl Cl Pl Cl Pl Cl
Controle  4,0A 36,0 7,2B 80,2 5,7 1315 39B 100,2
Casca 53B 40,9 10,2A 79,7 6,5 93,5 4,0B 110,7
Agua - - 80B 80,9 5,7 105,3 4,6A  116,5

* Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca (P<0,05) pelo teste Tukey 5%.



Os dados de peso relativo (g/100g de peso vivo) do saco vitelino,
figado, coracdo e baco ao primeiro, 10° 20° e 28° dias de idade podem ser
observados na Tabela 3. Verifica-se que houve diferenca (P<0,05) no peso do
coracdo aos dez e 28 dias, sendo que as aves inoculadas com Salmonella
Enteritidis apresentaram menor peso do 6rgao. Aos 20 dias de idade, o maior
peso de figado foi verificado em perus inoculados com S. Enteritidis,
independente da via de inoculagcdo. Com relacdo ao baco, ndo foi possivel
realizar a pesagem ao primeiro dia, priorizando-se a analise bacteriolégica do

orgao.

TABELA 3 - Valores médios do peso relativo (g/100g de peso vivo) dos 6érgdos
(saco vitelino, figado, coracdo e baco) de perus com um, dez, 20 e
28 dias de idade

. Via deN Saco vitelino Figado Coracao Baco
inoculacéo
1 dia
Controle 51 3,2 1,0 -
Casca 8,4 3,2 0,9 -
Agua - - -
10 dias
Controle 0 2,89 0,9A 0,1
Casca 0 4,19 0,8B 0,1
Agua 0 3,29 0,8AB 0,1
20 dias
Controle 0 2,6B 0,6 0,1
Casca 0 3,0A 0,7 0,1
Agua 0 2,7A 0,8 0,1
28 dias
Controle 0 2,1 0,7A 0,1
Casca 0 2,0 0,6AB 0,1
Agua 0 2,5 0,6B 0,1

*Letras diferentes na mesma coluna e mesma idade indicam diferenca (P<0,05) pelo teste
Tukey 5%.

Observou-se na Figura 1 que nas aves inoculadas com Salmonella
Enteritidis na casca do ovo, o patégeno foi recuperado em 87,50% (14/16) dos
papos, em 68,75% (11/16) dos figados, em 64,29% (9/14) dos bacos, 60,00%
(3/5) dos sacos vitelinos, em 43,75% (7/16) dos cecos, em 41,67% (5/12) dos

swabs cloacais e 31,25% (5/16) dos coragoes.
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FIGURA 1 - Frequéncias de isolamentos de Salmonella Enteritidis ao primeiro,
décimo, 20° e 28° dias de idade em orgaos de perus de corte oriundos de ovos
inoculados na casca.

Quando Salmonella Enteritidis foi inoculada na agua de bebida, o
patdgeno foi recuperado em 83,33% (10/12) dos figados, em 83,33% (10/12)
dos bacos, em 75,00% (9/12) dos papos, 58,33% (7/12) dos cecos, em 50,00%
(6/12) dos swabs cloacais e 33,33% (4/12) dos coracdes.
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FIGURA 2 - Frequéncias de isolamentos de Salmonella Enteritidis ao primeiro,
décimo, 20° e 28° dias de idade em 6rgdos de perus de corte inoculados via
agua de bebida.

Notou-se que, dos 28 conteudos de cecos analisados, 14 (50%)
foram positivos para Salmonella Enteritidis (Tabela 4).

TABELA 4 — Isolamento de Salmonella Enteritidis em conteddo cecal de perus




com um, dez, 20 e 28 dias de idade

. . ~ Idade (dias)

Via de inoculacéo 1 10 20 8
Casca 4/4 1/4 0/4 2/4
Agua - 3/4 2/4 214

Total positivo 4/4 4/8 2/8 4/8

Da analise dos resultados histopatolégicos sumarizados no Quadro

1, observou-se que, no figado, a inflamacé&o consistiu de infiltrado inflamatério

heterofilico (Figura 3) com severa congestdo. No intestino foi observada

descamacdo de apice de vilosidade,

hiperemia,

infiltrado

inflamatorio

mononuclear (Figura 4) e heterofilico. Os achados histopatolégicos foram

escassos e em varias idades néo foi possivel observar alteragdes histologicas.

QUADRO 1 - Principais alteracdes histopatologicas observadas em 6rgaos de

perus de corte inoculados via casca e via agua de bebida com

Salmonella Enteritidis e sacrificados aos um, dez, 20 e 28 dias

Idade (dias)
Orgéos 1 10 20 28

IC IC IA IC IA IC IA
Coracao p** - - - - - p*
Figado Cr** Cr** - Cr** - C* [IH*
Duodeno - D* D* D* | D* UM* | IIM* D*
Jejuno H* H* - - D* - -
lleo H* - - - D* - [IH*, D*

IC=inoculados na casca; IA=inoculados na agua de bebida. - = sem alteracao histolégica; P =

pericardite transmural; C

congestdo; D = descamacgdo de apices de vilosidades; H =

hiperemia; IIM = infiltrado inflamatério mononuclear; IIH= infiltrado inflamatério heterofilico. *

Discreto, ** Moderado, *** Severo.




FIGURA 3 - Lesao histopatoldgica no figado. Infiltrado inflamatério

heterofilico.




FIGURA 4 — Lesao histopatologica no figado. ii = Infiltrado inflamatério
mononuclear.
As alturas de vilos do duodeno (Tabela 5) diferiram (P<0,05) entre os

tratamentos em todas as idades. Observou-se valores maiores (P<0,05) no
primeiro quando Salmonella foi inoculada na casca e no 10° dia quando o
patégeno foi inoculado via agua. Aos 20 dias, as aves nao desafiadas
apresentaram alturas de vilos maiores (P<0,05) que as aves inoculadas via
agua de bebida, enquanto a inoculacédo via casca foi inferior (P<0,05) aos
demais tratamentos. Entretanto, esta diferenca (P<0,05) p6de ser observada
no 28° dia de idade, quando os tratamentos controle e inoculado na agua
diferiram do tratamento inoculagéo pela casca.

Por outro lado, quando a variavel estudada foi a profundidade de
cripta, verificou-se um valor mais alto, com diferenca (P<0,05) no primeiro dia
nos perus originados das inoculagdes com Salmonella Enteritidis na casca do
ovo e no 28° dias quando a bactéria foi inoculada na dgua de bebida. No 10° e
20° dias, Salmonella Enteritidis influenciou (P<0,05) a profundidade das criptas

duodenais independente da via de inoculagéo.

TABELA 5 - Alturas dos vilos (AV) e profundidade de cripta (PC) do duodeno
(um) de perus de corte de um a 28 dias de idade

Vias de AV PC

inoculacio 1dia 10dias 20dias 28dias 1dia 10dias 20 dias 28 dias

Controle  494,7B 804,8C 1133,6A 1143,7A 80,3B 140,5B 147,8B 120,2C
Casca 634,8A 860,3B 831,9C 1149,6B 128,6A 152,4A 218,7A 175,9B
Agua - 966,1A 955,9B  945,7A - 146,8A 230,9A 195,6A

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

Como demonstrado na Tabela 6, as alturas dos vilos do jejuno foram
significativamente maiores (P<0,05) nas aves que nao foram desafiadas com
Salmonella Enteritidis. No 20° dia, o excesso de artefatos impossibilitou a
leitura do tratamento controle e as aves oriundas da inoculagdo via casca
apresentaram valores maiores (P<0,05) de altura de vilos em relacdo as aves
inoculadas via agua.

O patdgeno inoculado na casca dos ovos provocou aumento da

profundidade de criptas (P<0,05) nos dias um, 20 e 28.



TABELA 6 - Alturas dos vilos (AV) e profundidade de cripta (PC) do jejuno (um)
de perus de corte de um a 28 dias de idade

Vias de AV PC
inoculacdo 1dia 10dias 20dias 28dias 1dia 10dias 20dias 28 dias
Controle 414,1A 708,3A - 957,8A 84,7B 117,6 - 178,4B
Casca 360,1B 533,5B 676,6A 504,2C 109,7A 137,4 261,2A 479,3A
Agua - 448,6C 382,2B 676,3B - 118,6 199,2B 141,8B

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

Os valores médios das alturas de vilos e profundidade de criptas dos
ileos estdo demonstrados na Tabela 7. No 10° dia, aves oriundas de ovos
inoculados com Salmonella Enteritidis via casca apresentaram valores maiores
(P<0,05) de altura de vilosidade. Entretanto, nas medi¢cbes seguintes, com 20 e
28 dias, peruzinhos oriundos da inoculacdo via casca obtiveram resultados
inferiores (P<0,05) ao grupo controle e inoculado via agua de bebida. Aos 20
dias, os valores médios da altura dos vilos foram maiores (P<0,05) no grupo
controle e inoculado via agua de bebida e aos 28 dias, o desenvolvimento foi
maior (P<0,05) nas aves controles.

Notou-se que a maior profundidade de criptas (P<0,05) ocorreu no
primeiro e 28° dias quando Salmonella Enteritidis foi inoculada através da
casca e no 20° dia quando o patdgeno foi fornecido as aves na agua de bebida
(Tabela 6).

TABELA 7 - Alturas dos vilos (AV) e profundidade de cripta (PC) do ileo (um) de
perus de corte de um a 28 dias de idade

Vias de AV PC
inoculacdo 1dia 10dias 20dias 28dias 1ldia 10dias 20dias 28 dias
Controle 349,1 561,5B 612,8A 799,1A 130,7B - 162,6B 224,6B
Casca 311,7 691,2A 351,8B 505,4C 159,9A - 214,1B 351,6A
Agua - 358,6C 605,6A 683,4B - - 411,3A 230,1B

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

Observou-se que a inoculagéo de Salmonella Enteritidis influenciou o
peso médio de perus ao primeiro, 10° e 20° dias de idade (P<0,05), sendo que
agueles que foram inoculados via casca apresentaram menor desempenho

para essa variavel (Tabela 8) em relagdo aos outros tratamentos.



TABELA 8 - Peso médio de perus de corte ao primeiro, décimo, 20° e 28° dia de

idade
Vias de inoculacéo 1° dia 10° dia 20° dia 28° dia
Controle 63,95A 210,15A 548,98A 977,47
Casca 60,07B 154,49B 438,64B 811,67
Agua 62,41A 187,14A 472,70AB 927,62
CV(%) 3,11 12,65 12,69 16,98

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

A conversao alimentar (Tabela 9) diferiu (P<0,05) entre os
tratamentos aos dez dias de idade, constatando-se piora quando a via de
inoculagdo de Salmonella Enteritidis utilizada foi a casca do ovo.

TABELA 9 - Conversao alimentar de perus de corte ao décimo, 20° e 28° dia de

idade
Vias de inoculagéo 10° dia 20° dia 28° dia
Controle 1,12A 1,55 1,74
Casca 1,46B 1,55 2,16
Agua 1,26A 2,14 1,46

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

A frequéncia de mortalidade entre os tratamentos durante os 28 dias
de idade (Tabela 10) apresentou diferenca (P<0,05). Enquanto 17,78% e
28,89% das aves oriundas da exposicao experimental de Salmonella Enteritidis
na casca do ovo e na agua de bebida, respectivamente, morreram nos
primeiros dez dias, nenhuma ave morreu no tratamento controle durante este
periodo. JA na segunda e terceira dezenas de idade, ndo houve diferenca

(P>0.05) entre os tratamentos.

TABELA 10 - Frequéncia de mortalidade atribuida a Salmonella Enteritidis em
perus de corte experimentalmente inoculados

VIA DE INOCULACAO

ldade (dias) Controle Casca Agua
1-10 0 (0/45)A 17,78% (8/45)B  28,89% (13/45)B
11-20 0 (0/45) 0 (0/34) 7,14% (1/28)
2128 0(0/45) 0 (0/30) 0 (0/24)

Acumulada 0 (0/45)A 17,78% (8/45)B  31,11% (14/45)B

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente pelo teste y°.



Em todas as aves mortas, Salmonella Enteritidis péde ser isolada no
minimo em um dos Orgdos analisados. Entretanto, em nenhuma ave morta
foram encontrados achados macroscopicos.

Os sinais clinicos registrados podem ser visualizados na Tabela 11.
O desenvolvimento corporal das aves inoculadas foi desigual (Figura 4). A
sonoléncia e a cloaca suja foram os sinais clinicos mais frequentes na
inoculacado via casca. Por outro lado, na inoculagcdo de Salmonella Enteritidis
pela &gua de bebida, as aves morreram sem sinais clinicos, ou apresentaram

somente apatia e cloaca suja.

TABELA 11 - Sinais clinicos observados em perus de corte inoculados com
Salmonella Enteritidis

VIA DE INOCULACAO

Sinais clinicos

Casca Agua
Mortas sem sinais 6,7% (3/45) 22,2% (10/45)
Asas caidas 2,2% (1/45) 0,0%
Apatia 6,7% (3/45) 6,7% (3/45)
Sonoléncia 24,4% (11/45) 0,0%
Cloaca suja 24,4% (11/45) 11,1% (5/45)
Emplastramento de cloaca 15,6% (7/45) 0,0%

FIGURA 4 — Sinais clinicos de desenvolvimento desigual (A) e emplastramento

de cloaca (B)



Na maioria das aves que manifestaram sinais clinicos, verificou que
essas se recuperaram no decorrer do experimento, podendo-se afirmar que se
recuperaram clinicamente.

A necropsia, foram detectadas altera¢ées no saco aéreo, compativel
com aerossaculite discreta — aspecto espumoso, sem formacao caseosa — em
apenas quatro aves (4,4%; 4/90), sendo 75,0% em aves inoculadas na casca e
25,00% em aves inoculadas na agua de bebida. Em todas as amostras de
sacos aéreos alterados foi possivel confirmar o isolamento bacteriolégico e a
sorotipagem do sorovar Enteritidis.

O saco vitelinico foi o 6rgdo mais afetado, onde a onfalite e a
persisténcia do saco da gema foram os achados macroscopicos predominantes
em 22,2% (10/45) das aves inoculadas via casca e em 6,7% (3/45) dos perus
que receberam Salmonella Enteritidis via agua de bebida.



DISCUSSAO

O contato com bactérias do ambiente permite que a ave desenvolva
sua microbiota intestinal dentro dos primeiros dias apés a eclosao (TUCKER &
PICKARD, 2004). Ao nascimento, 10,53% dos peruzinhos oriundos da
inoculacéo via casca foram susceptiveis a infeccdo por Salmonella Enteritidis.
A constatacdo de que o sorovar € mais frequente em galinhas que em perus
(BACK & OLIVEIRA, 2006) € complementada por estudo realizado por
ANDRADE (2005), que encontrou positividade de 63,33% em frangos de corte
oriundos da inoculacao via casca.

A via de inoculagdo na casca incrementou a colonizagéo intestinal
por Salmonella Enteritidis até o 28° dia, sugerindo que as aves que ndo foram
infectadas na incubadora infectaram-se pelo contato indireto pelas excretas
contaminadas nas baterias. Estes achados séo respaldados por BAILEY et al.
(1994), que registraram contaminacdo cruzada durante o crescimento de
frangos de corte no periodo de um a sete dias de idade.

Estudos realizados em perus indicam um periodo mais longo de
excrecdo de Salmonella sp.. CHARLES et al. (1994) nao isolaram Salmonella
Enteritidis de amostras de swab cloacal no primeiro dia apds desafio, apesar de
alta taxa de isolamento ser mantida nas quatro semanas seguintes (60%, 67%,
56% e 44%, respectivamente). HOOVER et al. (1997) afirmaram que uma vez
os niveis de Salmonella tenham aumentado devido a excre¢cdo do
microrganismo no ambiente, uma maior quantidade de Salmonella pode ser
descarregada no ar através da movimentagao das aves e trabalhadores.

No presente estudo notou-se ainda que a taxa de recuperagcao do
patogeno diminuiu no decorrer do experimento na inoculagdo pela agua de
bebida. Resultados semelhantes foram observados por BARROW (1991),
guando pintos de corte recém eclodidos foram inoculados com Salmonella
Enteritidis e observou-se que a excrecao diminuiu com o tempo e persistiu até
0ito semanas.

Peruzinhos recém eclodidos sdo mais susceptiveis a coloniza¢do por
Salmonella que aves mais velhas devido a imaturidade da microflora intestinal.
A microflora intestinal ndo esta estabelecida no intestino delgado até

aproximadamente duas semanas apos a eclosao, entretanto pode levar mais



de quatro semanas para o0 desenvolvimento da microflora dentro do ceco
(HOOVER et al., 1997).

Uma segunda hipétese pode estar relacionada ao desenvolvimento
do sistema imune. Ao inocular o patégeno no primeiro dia de idade, Salmonella
Enteritidis encontraria respostas imunes sistémicas e locais formadas
(BERTHELOT-HERAULT et al., 2003), tornando o organismo mais adverso a
colonizagdo intestinal que na inoculacdo in ovo. Esta hipOtese poderia ser
comprovada atraves de analises sorologicas das aves nos tratamentos
inoculados ap6s o0 nascimento, apos a inoculacdo na agua de bebida e no
decorrer da fase inicial.

Pelo exame biométrico do intestino, verifica-se que o maior peso de
intestino ocorreu aos dez dias de idade, como descrito por SELL et al. (1991) e
UNI et al. (1999). O peso do intestino aumenta paralelamente ao peso corporal
até a eclosao, passando a aumentar mais rapidamente que a massa corporal
apos o nascimento. Este rapido crescimento relativo do intestino delgado é
méaximo em seis a oito dias para peruzinhos (SELL et al., 1991). Em contraste,
outros 6rgdos digestivos como moela e pancreas nao demonstram melhoria do
tamanho relativo (UNI et al., 1999).

Perus inoculados com Salmonella Enteritidis apresentaram peso
relativo de intestino maior com um, dez e 28 dias de idade. Estes dados foram
respaldados por ANDRADE (2005) que encontrou valores maiores com um, 14
e 21 dias também em aves desafiadas. Este maior peso relativo pode ser
explicado pelo estimulo antigénico da Salmonella Enteritidis no intestino no
primeiro dia de idade (ANDRADE, 2005). De acordo com NOY & SKLAN
(1997), a presenca de qualquer material exégeno no TGl é suficiente para
estimular a atividade e o desenvolvimento da mucosa intestinal.

Por outro lado, pela analise do comprimento do intestino, ndo foram
observadas diferencas (P>0,05) entre os tratamentos. Estes dados poderiam
ser melhor explorados através da pesagem individual de segmentos intestinais
(duodeno e jejuno) como apresentado em estudos anteriores (SELL et al.,
1991; APPLEGATE et al., 2005; POTURRI et al., 2005).

Pelo exame biométrico do saco vitelino, figado, coracdo e baco foi
possivel verificar que as aves desafiadas com Salmonella Enteritidis



apresentaram pesos menores de coracdo aos dez e 28 dias, possivelmente
pela influéncia do patégeno na dinamica do desenvolvimento deste 6rgao.

Comparando o desenvolvimento dos 6rgdos nas diferentes idades,
observou-se que o peso relativo do figado e coracao foram maiores no primeiro
dia de idade, correspondendo as observacbes de SELL et al. (1991). O
pancreas, intestino delgado, figado e contetdo do intestino delgado aumentam
mais rapidamente que o peso corporal. O crescimento alométrico (definido
como a relacdo entre o aumento do peso do 6rgdo e o aumento do peso
corporal) enfatiza a importancia destes 6rgaos supridores (TGI, figado, pulméo
e coracado) durante o crescimento inicial e confirma que o processo digestivo
ndo esta completamente desenvolvido no peruzinho recém-eclodido (SELL et
al, 1991).

Ao se comparar os exames histomorfométricos dos segmentos do
intestino avaliados, as alturas das vilosidades no duodeno e no jejuno
aumentaram rapidamente com a idade e esses segmentos cresceram em
paralelo e mais rapidamente que o ileo, conforme descrito por UNI et al. (1999).

No duodeno, Salmonella Enteritidis promoveu aumento da altura de
vilosidade até dez dias de idade, sendo sobrepujado pelo tratamento controle
aos 20 dias e igualando-se aos 28 dias ao tratamento inoculado na casca. Por
outro lado, a profundidade de cripta se manteve maior nos tratamentos onde o
patdgeno esteve presente, exceto no 20° dia. Dados deste trabalho sugeriram
que esses aumentos foram diretamente relacionados com a renovacdo das
células epiteliais (turnover) durante a infec¢cdo, sugerindo resposta
compensatoria das células aos efeitos da Salmonella Enteritidis, concordando
com MORRIS et al. (2004).

A hiperplasia de cripta € uma alteracdo histolégica resultante do
aumento da atividade metabdlica para compensar a destruicdo celular (ROSE
et al., 1992). Durante a infecgéo, este processo pode ser aumentado para
evitar a exposicao da lamina prépria e para recuperar as células lesionadas
pela Salmonella Enteritidis.

As alteracdes histomorfométricas observadas no jejuno demonstram
que o tratamento controle alcancou indices superiores de altura de vilos em
todas as idades, exceto aos 20 dias, onde nao foi possivel realizar a leitura das

laminas histoldgicas pela descamacdo nos apices das vilosidades nos



fragmentos processados. Com relacdo a profundidade de cripta, observa-se
que a inoculacdo de Salmonella Enteritidis aumentou significativamente
(P<0,05) essa variavel no primeiro, 20° e 28° dias.

MACARI & MAIORKA (2000) relataram que a manutengcdo do
namero de células e a capacidade funcional do epitélio intestinal sao
asseguradas pelo equilibrio entre a perda (extrusdo) e a proliferacdo de
células. Se o estimulo levar a uma maior taxa de extrusdo, havendo
manutenc¢ao ou reducdo na proliferacao, o intestino devera responder com uma
reducdo na altura dos vilos. LODDI (2003) mostrou que, se os vilos reduzem
seu tamanho em decorréncia do aumento da perda celular, ocorrera
consequentemente aumento na producdo de células da cripta e na
profundidade de cripta.

No presente estudo, os hospedeiros reagiram de forma semelhante
aos estimulos na mucosa do duodeno e ileo, havendo aumento na altura dos
vilos deste fragmento no tratamento controle aos 20 e 28 dias com aumento da
profundidade de cripta nas aves inoculadas com Salmonella Enteritidis. Esta
hiperplasia de criptas provavelmente resulta da atividade metabdlica
compensatoria a destruicdo celular (ROSE et al., 1992) e estao relacionados
com a recuperacao da integridade intestinal, que demora de 90 a 96 horas para
se completar (FURLAN et al., 2004).

Para UNI et al. (1999), h4& um aumento progressivo na area de
absorcdo e na capacidade de hidrolise da mucosa intestinal de perus. Foi
observado rapido desenvolvimento morfolégico depois da eclosdo com
diferentes taxas de aumento no volume das vilosidades do duodeno, jejuno e
ileo. O aumento da profundidade da cripta com a idade foi maior no duodeno e
menor no ileo. As criptas do intestino delgado crescem rapidamente no periodo
pos-eclosdo, aumentando em namero de células e em tamanho a medida que
ocorreram as ramificagoes.

Salmonella Enteritidis foi recuperada em 6rgéos coletados de perus
aparentemente saudaveis com um, dez, 20 e 28 dias de idade. Nas amostras
de ceco analisadas, 43,75% e 58,33% foram bacteriologicamente positivas nas
inoculacdes via casca e via agua de bebida, respectivamente. Paralelamente,
em 41,67% e 50,00% das amostras de swab cloacal foi realizado o isolamento

do patégeno.



COX et al. (2001) desafiaram perus de trés dias com 10* UFC de
Salmonella Typhimurium e encontraram positividade de 46,7% em amostras
conteudo cecal quando as aves estavam com seis semanas de idade. Em
estudo realizado por ROSTAGNO et al. (2006), amostras de swab cloacal n&o
foram eficientes em identificar aves positivas, com sensibilidade de 36,7%.
Salmonella foi isolada em 24,4% dos conteudos cecais e 12,3% dos conteudos
cloacais.

Na andlise histologica do intestino, os achados patolégicos foram:
descamacdo de 4&apice de vilosidades, hiperemia, infiltrado inflamatoério
mononuclear e heterofilico. Em amostra de ceco de frangos de corte,
GORHAM et al. (1994) detectaram debris necréticos, infiltrados de heterdfilos,
macréfagos e aglomerados de bactérias, entretanto, diversos pesquisadores
encontram predominantemente infiltrados inflamatérios mononucleares
(DESMIDT et al., 1997; DESMIDT et al., 1998; DHILLON et al., 2001; VAN
IMMERSEEL et al., 2002; ANDRADE, 2005).

No baco, a recuperagcdao de Salmonella Enteritidis ocorreu em
64,29% e 83,33% das amostras dos tratamentos na casca e agua de bebida,
respectivamente. ROSTAGNO et al. (2006) demonstraram que a prevaléncia
de 15% do patdégeno no baco em lotes comerciais de perus naturalmente
infectados.

Apesar da alta frequiéncia de isolamento, ndo foi possivel observar
lesbes histolégicas. A idade parece influenciar o numero de bactérias
translocadas para o baco, onde ha uma reducéo significativa no niamero cinco
dias apds a alimentagdo (POTTURI et al., 2005).

Com relacdo a patogénese hepatica, foi possivel observar que
Salmonella Enteritidis foi recuperada de 75% das amostras de figado em perus
de um dia de idade. Em infec¢des por S. arizonae, o patdgeno foi isolado do
saco vitelino, figado, saco aéreo, cérebro, olho e intestino (GENOVESE et al.,
1998). Por outro lado, ROSTAGNO et al. (2006), avaliando lotes de perus
comerciais a idade de abate, encontrou prevaléncia de Salmonella em 3,3% no
figado.

Histologicamente, a inflamacdo do figado consistiu de infiltrado
inflamat6rio mononuclear e congestdo severa. Em frangos de corte, o infiltrado

inflamatorio mononuclear também foi observado, acompanhado de necrose de



hepatocitos e hiperemia (ANDRADE, 2005). Ja em infec¢des severas por S.
arizonae em perus, lesbes hepaticas constituiram necrose multifocal de
hepatécitos com leve a moderada infiltracdo de linfocitos e macrofagos
randomizados (CRESPO et al., 2004).

Em 31,25% dos coracdes de frangos de corte de linhagem de
crescimento rapido, a bactéria foi recuperada (ANDRADE, 2005). Resultados
semelhantes foram encontrados no presente estudo, onde 31,25% e 33,33%
das amostras de coracdo da inoculagdo via casca e via agua de bebida,
respectivamente foram bacteriologicamente positivos para Salmonella
Enteritidis.

No coracéo foi observada pericardite com um e 28 dias. GORHAM et
al. (1994), DESMIDT et al. (1997), DHILLON et al. (1999) também detectaram
inflamac&o do pericardio, principalmente de heterofilos, macrofagos e linfocitos,
respectivamente em frangos de corte.

Salmonella Enteritidis foi recuperada em 87,50% dos papos da
inoculacdo via casca e 83,33% dos papos da inoculacdo via agua de bebida.
Em perus de corte naturalmente infectados, 9,4% dos papos obtiveram
resultados positivos para o patégeno (ROSTAGNO et al., 2006).

O isolamento do patégeno no papo pode ser atribuido ao jejum de
seis a oito horas a que as aves foram submetidas. Esta possibilidade também
foi apontada por HUMPHREY et al. (1993) que relataram alta frequéncia de
Salmonella Enteritidis recuperada do papo apés 24 h de privagcao de alimentos.

O menor ganho de peso médio do tratamento inoculado na casca ao
primeiro, dez e 20° dias podem ser atribuidos a presenca do agente infeccioso
no TGI, provocando altera¢des histomorfométricas nos vilos e criptas a ecloséo
até os 28 dias de idade. Esta acdo perniciosa sobre a mucosa pelo patdégeno
afetou a digestdo e a absorcdo adequadas dos nutrientes, pois ocorreram
perdas de peso médio aproximado de 6,07%, 26,49% e 20,50% com um, dez e
20 dias, respectivamente, para os perus inoculados com Salmonella Enteritidis.

Essa reducdo no desempenho também foi observada em frangos de
corte. GORHAM et al. (1994), DHILLON et al. (1999) e ANDRADE (2005)
encontraram aves com ganho de peso em inoculacbes com Salmonella
Enteritidis.



O peso médio observado ao nascimento (60,07 a 63,95 g) foi
semelhante aos dados de estudos anteriores. SELL et al. (1991) encontraram
pesos de 64,8 £+ 6,9 g, enquanto APPLEGATE et al. (2005) encontraram
variacdo de 62,19 a 65,63 g no peso corporal de peruzinhos a eclosao.
POTTURI et al. (2005), avaliando os efeitos do descanso no desenvolvimento
intestinal obteve peso médio de 59 g em perus recém eclodidos e de 120,5 g
aos sete dias de idade.

Com dez, 20 e 28 dias, pode-se afirmar que os pesos médios foram
abaixo das recomendacdes da linhagem, exceto no tratamento controle. E
possivel verificar variacdo entre lotes sexados, entretanto o peso médio
recomendado é de 210 g com dez dias, 540 a 620 g com 20 dias e 950 a 1.130
g com 28 dias (BUT, 2006b).

Os valores de conversdo alimentar do tratamento controle e
inoculado na casca foram diferentes, provavelmente pelas lesées nas células
epiteliais do intestino causadas pela Salmonella Enteritidis até os 28 dias. A
recomendac¢do da linhagem para conversdo alimentar € de 0,93 a 0,98 na
primeira semana; 1,22 a 1,26 na segunda semana; 1,35 a 1,42 da terceira
semana e 1,44 a 1,55 na quarta semana (BUT, 2006b).

A frequéncia de mortalidade nos tratamentos inoculados na casca e
na agua de bebida foi elevada nos primeiros dez dias de idade, podendo-se
inferir que as aves se infectaram, enquanto nenhuma ave no tratamento
controle veio a Obito durante o periodo experimental.

Inoculacdes experimentais por diversas vias tém apresentado altos
indices de mortalidade na primeira semana de idade em frangos de corte, com
variagao entre 5 a 36,66% (GAST & BENSON, 1995; DHILLON et al., 1999;
2001; FERNANDEZ et al., 2001).

Apesar da capacidade invasiva de Salmonella Enteritidis e a
presenca do patdgeno em Orgdos internos, as alteragdes histolégicas néo
resultaram em severas alteracées macroscopicas. Salmonella Enteritidis p6de
ser isolada de quatro sacos aéreos em processo inflamatorio e os achados
anatomopatologicos predominantes foram a onfalite e a persisténcia do saco
da gema. Esses dados aliados a recuperagdo clinica na maioria das aves
comprovam a importancia de perus como portadores de Salmonella Enteritidis.



Estudos realizados por BARROW (1991), GORHAM et al.
(1991,1994), DESMIDT et al. (1997), DHILLON et al. (1999, 2001) mostraram
achados de onfalite e aerossaculite, variando o grau e o nivel de
comprometimento dos Orgdos. Acrescenta-se que GAST (1994) observou
embrides infectados com quadros de onfalite. FERREIRA et al. (1990)
igualmente observaram aerossaculite em pintos infectados naturalmente
infectados, mas detectaram também a ocorréncia de esplenomegalia,
pericardite, perihepatite e nefrite.

No presente estudo, notou-se que 0s sinais clinicos gerais foram
compativeis com um quadro septicémico aliado a distarbios do trato
gastrintestinal. A sonoléncia e a cloaca suja foram o0s sinais clinicos mais
freqientes na inoculagdo via casca. Por outro lado, na inoculacdo de
Salmonella Enteritidis pela d4gua de bebida, as aves morreram sem sinais
clinicos, ou apresentaram somente apatia e cloaca suja.

Em experimento realizado por CHARLES et al. (1994), perus
desafiados com Salmonella Enteritidis ndo apresentaram sinais de doenga.
Estes dados confirmam parcialmente as afirmacoes de BARROW (2000) de
que ndo existe clareza na ocorréncia de enterite em aves infectadas pela
Salmonella Enteritidis, mas o acumulo de excretas na regido pericloacal
caracteriza certa disfungao intestinal quando a via de inoculag&o ocorre por via
digestiva.

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 inoculagéo, a dose infectante, a idade, a via
de infeccdo, 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 & GALYOV (2000).



CONCLUSOES

A contaminagdo da casca do ovo antes da incubacdo gerou aves
susceptiveis a infeccdo ao nascimento e a frequéncia de isolamento de
Salmonella Enteritidis persistiu até 28 dias de idade. A patogénese da infeccéo
envolveu a colonizacdo intestinal e disseminacdo para os Orgdos internos
(papo, figado, baco e coracéo).

Por outro lado, a contaminacdo de perus pela agua contaminada,
que simularia a contaminacdo no galpdo de criacdo, gerou aves infectadas,
porém com menor recuperacao do patdgeno com o aumento da idade.

Na criacao de perus, infec¢des por Salmonella causaram reducédo de
desempenho (menor peso corporal, maior conversado alimentar e menor peso
de orgaos), com alta mortalidade nos primeiros 10 dias.

Em perus, a infec¢cdo por Salmonella Enteritidis ndo foi determinada
através do exame bacteriolégico do coragdo, da mensuragdo do comprimento
do intestino e das avaliacbes clinica, macroscopica, histopatolégica e
histomorfométrica. Esta afirmacdo comprova que perus podem ser portadores

assintomaticos do patégeno.
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CAPITULO 4 — CONSIDERACOES FINAIS

Os prejuizos com a infecgcéo aviaria por Salmonella sp. sé@o dificeis
de serem medidos, mas compreendem a perda de animais, rendimento abaixo
do potencial, gastos com medicamentos, e, além disso, a presenca do
patdgeno em produtos avicolas tem sido incriminada como principal fonte de
infecgé@o para o homem.

Um dos maiores perigos desta zoonose estd no fato de que a
bactéria pode se propagar insidiosamente para varias espécies animais,
veiculadas pelas fezes de aves infectadas ou por produtos contaminados.

Neste contexto, a salmonelose tem sido apontada como um dos
principais problemas sanitarios que restringem o comércio de aves e
subprodutos em todo mundo. Patdégeno de epidemiologia complexa,
Salmonella Enteritidis tem requerido diferentes meétodos de controle na
producdo de ovos (granja de matrizes), nos incubatorios, nos diferentes
sistemas e segmentos de producédo avicola e muitas vezes sem sucesso.

Neste estudo constatou-se que:

a) a presenca de Salmonella Enteritidis em incubatdrios causa
prejuizos econdmicos e afeta a qualidade do peruzinhos, pois 0s parametros
de incubacdo foram afetados na inoculacdo in ovo do patdégeno;

b) perus foram susceptiveis a infeccdo por Salmonella Enteritidis,
havendo colonizacdo intestinal e disseminacdo da infeccdo pelos 6Orgaos
internos;

C) a recuperacao elevada do patégeno nos Orgaos internos esteve
associada com escassos sinais clinicos e lesdes macroscopicas, comprovando
que perus podem ser importantes portadores de Salmonella Enteritidis e, por
ocasido do abate, tornam-se possiveis fontes de infec¢éo para o homem;

Como esperado, observou-se que perus sdo susceptiveis a infeccdo
por Salmonella Enteritidis, entretanto as pesquisas nesta espécie devem ser
intensificadas pela diversidade de respostas encontradas quando se compara
frangos de corte e perus comerciais.

Vale ressaltar que algumas varidveis poderiam ser incluidas no

delineamento experimental, visto que ha embasamento literario para



confrontacdo de resultados. Dentre as possibilidades que poderiam ser
analisadas em experimentos posteriores, sugere-se:

- Pesagem de peruzinhos ao nascimento com e sem a gema aliada a medigao
do comprimento da ave;

- Separacao dos segmentos do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) para
pesagem e medicao;

- Pesagem da bursa e outros 6rgdos digestivos, como pré-ventriculo, moela e
pancreas;

- Desenvolvimento histomorfométrico antes da eclosao;

Finalizando, o estudo da patogénese da salmonelose aviaria em perus
pode contribuir para o crescimento desta exploragdo, disponibilizando
informag0des para a melhoria da sanidade do plantel.



