Pedro Henrique Abreu Moura
(Organizador)

Responsablidade
social, producdo e
melo amblente Nas
ciéncias agrarias 2
Q\tena

Editora

Ano 2021



Pedro Henrique Abreu Moura
(Organizador)

Responsablidade
social, producdo e
melo amblente NaS
ciéncias agrarias 2
Q\tena

Editora

Ano 2021



»

)
3
KO
S

Ciéncias Ag

Editora Chefe
Prof® Dr? Antonella Carvalho de Oliveira
Assistentes Editoriais
Natalia Oliveira
Bruno Oliveira
Flavia Roberta Barao
Bibliotecaria
Janaina Ramos
Projeto Gréfico e Diagramagao
Natalia Sandrini de Azevedo
Camila Alves de Cremo
Luiza Alves Batista
Maria Alice Pinheiro 2021 by Atena Editora
Imagens da Capa Copyright © Atena Editora
iStock  Copyright do texto © 2021 Os autores
Edicao de Arte  Copyright da edicao © 2021 Atena Editora
Luiza Alves Batista Direitos para esta edicdo cedidos a Atena
Revisdao Editora pelos autores.
Os autores  Open access publication by Atena Editora

Todo o contelido deste livro esta licenciado sob uma Licenca de
Atribuicao  Creative  Commons.  Atribuicdo-Nao-Comercial-
NaoDerivativos 4.0 Internacional (CC BY-NC-ND 4.0).

O contelido dos artigos e seus dados em sua forma, correcdo e confiabilidade sdo de
responsabilidade exclusiva dos autores, inclusive nao representam necessariamente a posicao
oficial da Atena Editora. Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam
atribuidos créditos aos autores, mas sem a possibilidade de altera-la de nenhuma forma ou
utiliza-la para fins comerciais.

Todos os manuscritos foram previamente submetidos a avaliagdo cega pelos pares, membros
do Conselho Editorial desta Editora, tendo sido aprovados para a publicagdo com base em
critérios de neutralidade e imparcialidade académica.

A Atena Editora é comprometida em garantir a integridade editorial em todas as etapas do
processo de publicacdo, evitando plagio, dados ou resultados fraudulentos e impedindo que
interesses financeiros comprometam os padroées éticos da publicacao. Situacoes suspeitas de
ma conduta cientifica serdo investigadas sob o mais alto padrao de rigor académico e ético.

Conselho Editorial

Ciéncias Humanas e Sociais Aplicadas

Prof. Dr. Alexandre Jose Schumacher - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Parana
Prof. Dr. Américo Junior Nunes da Silva - Universidade do Estado da Bahia

Prof® Dr* Andréa Cristina Marques de Araljo - Universidade Fernando Pessoa

Prof. Dr. Antonio Carlos Frasson - Universidade Tecnol6gica Federal do Parana

Prof. Dr. Antonio Gasparetto Jinior - Instituto Federal do Sudeste de Minas Gerais

[/:\tena

Editora

Ano 2021


https://www.edocbrasil.com.br/
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4774071A5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4444126Y9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4734644D8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4771171H3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4242128Y5

»

)
3
Py

Iy
(&)

A

Ciéncias A

Prof. Dr. Antonio Isidro-Filho - Universidade de Brasilia
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Prof. Dr. Tiago da Silva Tedfilo - Universidade Federal Rural do Semi-Arido
Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior - Universidade Federal de Alfenas

Ciéncias Bioldgicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr* Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof? Dr* Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof? Dr* Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof? Dr® Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof* Dr* Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof® Dr* Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof* Dr® Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia

Prof? Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof® Dr* Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr? lara Lucia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr* Magnélia de Araljo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof® Dr* Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr* Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr* Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr* Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof® Dr* Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof® Dr® Vanessa da Fontoura Custodio Monteiro - Universidade do Vale do Sapucai

Prof® Dr* Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof® Dr* Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

ProF@ Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias
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APRESENTACAO

Ciéncias Agrarias é uma area do conhecimento importante para o desenvolvimento
econdmico e sustentavel do Brasil e do mundo. E multidisciplinar, envolvendo estudos
relacionados a producdo agricola, aos recursos florestais e a pecuaria. Sempre gerando
novas tecnologias que visam incremento de produtividade, as pesquisas também devem
compreender pautas éticas e de conservagao dos recursos naturais.

Esta obra, intitulada “Responsabilidade Social, Producdo e Meio Ambiente nas
Ciéncias Agrarias 2’, apresenta-se em dois volumes que trazem uma diversidade de artigos
sobre agricultura, recursos florestais, pecuaria e meio ambiente, muitos deles abordando
conceitos de responsabilidade social.

Neste segundo volume, a obra contempla artigos com resultados de pesquisas
realizadas com as culturas da banana, feijao-caupi, soja, milho e girassol. E também
trabalhos sobre zoneamento e controle de pragas e plantas daninhas em alguns cultivos,
bem como um trabalho sobre questéo social.

Além disso, sdo apresentados resultados de pesquisas com abelhas, visando a
producéo de prépolis e mel, além de outros trabalhos que envolvem a produgéo de aves,
caprinos e suinos.

Os artigos apresentados nesta obra trazem resultados de estudos desenvolvidos
por pesquisadores, docentes e académicos de varias instituicdes de ensino e pesquisa.

Nos, da Atena Editora, agradecemos a cada autor pela escolha dessa obra para a
divulgagéo de suas pesquisas.

Aos leitores, desejamos uma excelente leitura.

Pedro Henrique Abreu Moura
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RESUMO: O presente trabalho foi desenvolvido
com o objetivo elucidar aspectos que envolvem
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DIA

a patogénese da Salmonella Enteritidis em
perus de um dia experimentalmente inoculados.
Foram conduzidos trés tratamentos, constituidos
de 120 perus, sendo um grupo controle e outros
dois tratamentos onde se inoculou via inglivio
6,0x102 UFC mL' e 7,0x10° UFC mL' de
Salmonella Enteritidis, respectivamente. Apos
a inoculacdo, duas aves de cada tratamento
foram submetidas a eutanasia e ao exame
necroscopico para realizar a colheita amostras
(saco vitelinico, ceco, fragmentos de baco e
bursa de Fabricius) com uma, trés, seis, 12, 18
e 24 horas e aos trés, quatro, 38 e 49 dias. Foi
realizado pesquisa da Salmonella, contagem
de linfécitos e imuno-histoquimica. Apo6s seis
horas da inoculacdo, Salmonella foi identificada
nos oOrgaos estudados, tanto pelo teste
bacteriolégico quanto pelo imunoistoquimico e
permaneceu até quatro dias de idade em quase
todos os 6rgéos analisados, e até 38 dias no
ceco, quando se utilizou 7,0x10° UFC mL". Em
ambas as concentragdes do inéculo, os valores
da contagem de linfécitos foram semelhantes,
iniciando com maior nimero de linfécitos na
primeira hora péds-inoculagdo, com reducao
lenta atingindo menor numero as 24h pos-
inoculacao, e, a partir dai, o nUmero de linfocitos
aumentou discretamente, se mantendo até
os 49 dias pos-inoculacdo. Conclui-se que
a dose infectante influencia a migracdo, a
disseminacéo, a eliminacdo e a persisténcia do
patdégeno nos perus, pois a menor concentracao
do in6culo promove menor invasao, assim como
menor marcagéo de células e menor deplecao
de linfocitos.

PALAVRAS-CHAVE: Imuno-histoquimica,
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isolamento bacteriano, linfécitos, salmoneloses aviarias.

SALMONELLA ENTERITIDIS DETECTION AND IMMUNOLOGICAL CELLULAR
RESPONSE TO EXPERIMENTAL INOCULATION IN DAY-OLD TURKEYS
ABSTRACT: The purpose of this research is to clarify aspects of the pathogenesis of
Salmonella Enteritidis in experimentally inoculated day-old turkeys. Three treatments were
conducted among a total of 120 turkeys; one control group and two treatment groups in
which 6 x 102CFU mL" and 7 x 10° CFU mL", respectively, of Salmonella Enteritidis was
inoculated in the crops. Two birds from each treatment were sacrificed and necropsied at
1, 3, 4, 12, 18, and 24 hours, and 3, 4, 38, and 49 days post-inoculation. We re-isolated
Salmonella, measured lymphocytes, and conducted immunohistochemical tests. Six hours
post-inoculation, Salmonella was found in the investigated organs (yolk sac, cecum, fragments
of spleen, and bursa of Fabricius) with conventional bacteriology and immunohistochemistry,
and was continuously detected in almost all analyzed organs until turkeys were four-days
old. Further, Salmonella was detected after 38 days in cecum, when the concentration 7 x
10°CFU mL"was given. At both inoculation concentrations, the number of lymphocytes was
similar; larger quantities were found in the first hour post-inoculation, followed by a gradual
reduction, reaching the lowest levels at 24 hours after inoculation. Afterwards, lymphocytes
increased discreetly, remaining at the same level until 49 days after inoculation. In conclusion,
inoculation concentration influences mitigation, dissemination, elimination, and persistence
of this pathogen in turkeys. Lower concentrations promote less invasion as well as lower cell

stain and lower lymphocyte count.
KEYWORDS: Avian salmonellosis, bacterial isolation, immunohistochemical, lymphocytes.

11 INTRODUGCAO

A qualidade e inocuidade dos alimentos preocupam organismos internacionais e
nacionais. Dentre esses, a carne de perus tem despertado interesse e com isso aumentado
a necessidade de controlar agentes como Salmonella sp. na producdo.Este género de
bactérias é constantemente estudado em termos de fisiologia, genética, estrutura celular e
fatores de viruléncia devido a sua complexidade epidemiol6gica e patogenicidade (TORO
et al., 2014). Aléem disso, compdem o grupo mais complexo das Enterobacteriaceae, com
2.659 sorovares descritos (ISSENHUTH-JEANJEAN, 2014), sendo o sorovar Enteritidis
considerado agente predominante das salmoneloses humanas em diversos paises
(KOTTWITZ et al., 2010).

Salmonella Enteritidis constitui problema de saude publica (SULTANA et al., 2014)
por ser uma das principais causas de doengas gastrointestinais em seres humanos em todo
o mundo, como resultado principalmente do consumo de carne de aves e ovos contaminados
(DESIN et al., 2011), bem como constituir-se barreira sanitaria para o comércio de aves e
dos seus produtos (GAMBIRAGI et al., 2003).

No Brasil, entre os anos de 2004 a 2010, Salmonella Enteritidis foi apontado como o

sorovar mais prevalente, representando 42% do total dos sorovares identificados em carne
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de frango (VOSS-RECH et al., 2015). Este mesmo sorovar foi detectado por Pires e Hald
(2010) em 57,2% das amostras de Salmonella obtidas em incubatérios de frangos, granjas
e abatedouros. Além de frangos, discute-se a importancia da carne de peru como fonte de
infeccdo (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2008).

Na tentativa de avaliar a resposta imune em perus de um dia ap6s inoculagéo de
cepas atenuadas de Salmonella, Hesse et al., (2016) ndo conseguiram observar evidencias
de que os animais desenvolveram resposta imunologica, por outro lado os autores afirmam
que ocorreu aumento na concentracdo de proteinas (CD4-, CD8a- e CD28-positivo) apos a
inoculacdo de cepas virulentas.

Considerando que a fisiologia e a carga genética de cada individuo podem interferir
nos mecanismos de defesa frente as agressdes por microrganismos, este estudo foi
desenvolvido com o objetivo verificar os efeitos da inoculagdo experimental via oral, de duas
concentracdes de Salmonella Enteritidis em perus, para elucidar aspectos da migragéao,
disseminacgéo, excregao e resposta imunoldgica celular do patégeno.

21 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Nucleo Experimental de Doengas de Aves e no
Laboratério de Bacteriologia do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da
Escola de Veterinaria e Zootecnia (EVZ) da Universidade Federal de Goias (UFG), Goiénia,
Goias, Brasil, e nos Departamentos de Anatomia Patolégica e de Cria, Saude e Produgéo
Animal da Universidade de Murcia (UM), Murcia, provincia de Murcia, Espanha.

O protocolo experimental utilizado neste estudo foi aprovado pelo Comisséo de Etica
em Pesquisa Animal da UFG, sob o n° 103/09, e esta de acordo com os Principios Eticos
na Experimentacdo Animal, adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL).

2.1 Delineamento experimental

Foram utilizados 120 perus de um dia de idade, da linhagem British United Turkeys
of America (BUTA), obtidos de incubatérios comerciais, distribuidos em experimento em
blocos casualizados, divididos em trés tratamentos com 40 animais em cada. No tratamento
1 (grupo controle) inoculou-se, por via oral, 0,1 mL de solugéo salina 0,85%esterilizada e
tamponada; no tratamento 2 (T2) e 3 (T3) inoculou-se 0,1 mL de solugéo salina a 0,85%,
contendo aproximadamente 6x102 UFC mL"'e 7x10° UFC mL" de Salmonella Enteritidis,
respectivamente.

Apds a inoculagédo, duas aves de cada tratamento foram submetidas a eutanasia
e exame necroscoOpico para colheita de material e realizagdo de exames bacterioldgicos,
imuno-histoquimicos e contagem de linfocitos com: uma, trés, seis, 12, 18 e 24 horas e
posteriormente com trés, quatro, 38 e 49 dias de idade, num total de 20 aves por tratamento.

Os in6culos foram preparados utilizando Salmonella Enteritidis isolada de amostras
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de frangos de corte, cedidas por Andrade et al. (2009). A cepa foi replicada em agar XLT4 e
incubada a 37°C, por 18-24h. Em seguida, as células foram suspensas em solucéo salina
tamponada a 0,85%, mantidas a 4°C e as concentracdes de 7,0x10°UFC mL"'e 6,0x102 UFC
mL-"foram ajustadas com o auxilio da escala de MacFarland (FERNANDEZ et al., 2001).
Cada concentracgédo foi confirmada por plaqueamento das diluicbes decimais seriadas em
agar XLT4, com posterior incubagéo a 37°C e contagem das UFC de Salmonella.

Todas as aves foram alojadas em salas isoladas sanitariamente, preliminarmente
desinfetadas, que mantiveram a mesma ambiéncia. Os perus foram mantidos em baterias
de aco galvanizado com quatro andares, equipadas com comedouros e bebedouros
lineares e bandejas para retirada das excretas. As baterias foram aquecidas com lampada
incandescente de 60 W até os 21 dias de idade.

2.2 Cultivo e isolamento bacteriano

Apo6s a colheita, as amostras foram maceradas e processadas de acordo com o
descrito por Georgia Poultry Laboratory (1997) e Brasil (2003). Amostras de saco vitelinico,
baco, bursa de Fabricius e de contetdo de ceco de cada animal foram incubadas em caldo
selenito-cistina a 37°C, por 24h. Aliquotas do caldo foram plaqueadas por esgotamento em
estrias para meios seletivos (agar MacConkey, Hektoen e dgar XLT4) e incubados a 37°C,
por 24h.

De trés a cinco unidades formadoras de colbnias (UFCs), por placa, com
caracteristicas fenotipicas de Salmonella foram transferidas para tubos contendo triplice
acucar ferro (TSI) e incubados a 37°C, por 24h.

Os tubos de TSI com crescimento fenotipico e sugestivo de Salmonella foram
submetidos ao teste de urease, producéo de indol, vermelho metila, producéo de acido
sulfidrico, motilidade, lisina descarboxilase, teste do malonato e citrato de Simmons. Quando
as reagdes bioquimicas foram compativeis com Salmonella, as amostras foram submetidas
ao teste soroldégico com soro polivalente anti-O e remetidas a Fundacao Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ-RJ), em meio agar nutriente, para confirmacéo do sorovar isolado.

2.3 Contagem de linfécitos em 6rgaos linfoides

Para a contagem de linfécitos foram colhidos fragmentos de bagco e bursa de
Fabricius, os quais foram fixados em formalina tamponada e neutra a 10%, durante 24h,
processados e incluidos em parafina. Em seguida, foram confeccionados cortes de 5uym,
que foram distendidos sobre laminas histologicas e corados por hematoxilina e eosina (HE).

Para a contagem dos linfocitos foi utilizada a técnica de planimetria por contagem
de pontos, sendo o nimero de campos fotografados de cada amostra determinado por
meio de média acumulada, de acordo com o proposto por Williams (1977). Para isso, foram
capturadas as imagens de 15 campos de cada um dos fragmentos de bago e de bursa de
Fabricius de cada animal, para a posterior contagem dos linfécitos, realizada com o auxilio
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do software Image J.

Um reticulo quadrangular composto por 25 pontos foi sobreposto a imagem
histologica digital e apenas foram contados os linfécitos nas interseccbes presentes no
campo visual. Os linfocitos contados no bago e na bursa de Fabricius foram classificados
quanto ao grau de deplecéao e classificados em discreto, moderado e acentuado.

Preliminarmente, foi realizada a contagem dos linfécitos no baco e na bursa de
Fabricius do grupo controle, obtendo-se a média e o desvio padrdo para efeito de
comparacao e referéncia na determinacéo do grau de deplecéo linféide nos 6rgéos dos
animais inoculados. Foi atribuido o grau de: discreta (quando se observou menos de 20%
de deplecéo linféide), moderada (quando se observou entre 20,01 e 40% de deplecéao
linfoide) e acentuada (quando se observou entre 40,01 e 60,% de deplecgéo linféide).

2.4 Imuno-histoquimica

Para analises imuno-histoquimicas utilizaram-se amostras de ceco, bacgo e bursa de
Fabricius dos perus desafiados nos diferentes momentos avaliados. As amostras teciduais
foram colhidas, fixadas em formalina tamponada e neutra a 10%, por 24h, processadas
e incluidas em parafina. Em seguida, foram confeccionados cortes de 5,0um, os quais
foram distendidos sobre laminas histolégicas sinalizadas. Os cortes foram diafanizados e
hidratados em banhos sequenciais de xilol e etanol, respectivamente, conforme PICKLER
et al. (2012).

Em seguida, foi realizado o bloqueio da peroxidase endégena em solugéo de H,O,
em metanol a 1,5% (197 mL de metanol + 3,0 mL de H,O,), por 20 minutos. Os cortes foram
lavados em solugéo salina tamponada com TRIS (TBS). Para o bloqueio da coloracédo
de fundo, os cortes foram incubados com soro normal de suino, diluido a concentracéo
de 1:100, em BSA (Bovine Serum Albumin a 2%, em camara Umida a 37°C, durante 20
minutos.

Posteriormente, os cortes foram incubados com anticorpo anti-Salmonella ab13634
(Laboratérios Abcam, UK), o qual marca os antigenos “O” e “H” de Salmonella, em camara
Umida a 37°C, por 1h. Para amplificar a reag¢éo, os cortes foram incubados em anticorpo
secundario anti-coelho biotinilado diluido em BSA a 1%, na concentragdo de 1:250, em
camara Umida a 37°C, por 20 minutos. Apos, os cortes foram lavados com TBS e incubados
com o complexo avidina-biotina-peroxidase (30uLde Avidina + 30uL de Biotina + 1000uL de
TBS), por 20 minutos, sendo lavados novamente em TBS.

Para a revelacdo da reacéo, os cortes foram incubados em diaminobenzidina (DAB),
diluida na proporcéo de uma gota de DAB para 1,0 mL de diluente por cinco minutos. As
laminas foram lavadas em agua corrente, contra-coradas com hematoxilina, desidratadas
e montadas com laminula e resina sintética. A leitura das laminas foi realizada em escores,
0s quais foram determinados pelo numero de células marcadas em 10 campos avaliados.
A partir da observacgéo dos cortes, 0s seguintes escores foram estabelecidos: Escore 0 ( -)
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quando o percentual de células marcadas foi até 1%; Escore 1 ( + ) quando o percentual
variou de 1 a 10%; Escore 2 ( ++ ) quando variou de 10 a 50%; Escore 3 ( +++ ) quando
variou de 50 a 90%.

2.5 Analise Estatistica

Para avaliara colonizagcdo da Salmonella Enteritidis pela cultura bacteriana e
pelo ensaio imuno-histoquimico foram consideradas apenas a presenca ou a auséncia
da bactéria, sendo aplicado o teste ndo paramétrico de qui-quadrado (x?). Os dados da
contagem de linfocitos foram avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis, pos teste de Dunn,
sendo considerado resultado significativo quando p<0,05 (SAMPAIO, 2002).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises bacteriolégicas das amostras de saco vitelinico, baco,
bursa de Fabricius e conteddo de ceco dos perus dos os quais foram inoculados com duas
doses de Salmonella Enteritidis, encontram-se na Tabela 1. Salmonella Enteritidis nao foi

isolada em nenhum animal do grupo controle.

6x102UFC mL"" de Salmonella

Tempo de vida

V.Sas:q Contetuido Baco Burs_a.de
itelinico do Ceco Fabricius
1 hora 0% (0/2) 0% (0/2) 0% (0/2) 0% (0/2)
3 horas 0% (0/2) 0% (0/2) 0% (0/2) 0% (0/2)
6 horas 50% (1/2) 0% (0/2) 50% (1/2) 50% (1/2)
12 horas 50% (1/2) 100% (2/2) 50% (1/2) 50% (1/2)
18 horas 100% (2/2)  100% (2/2)  100% (2/2)  100% (2/2)
24 horas 100% (2/2)  100% (2/2)  100% (2/2)  100% (2/2)
3 dias 100% (2/2) 50% (1/2) 100% (2/2)  100% (2/2)
4 dias 50% (1/2) 0% (0/2) 50% (1/2) 50% (1/2)
38 dias - 0% (0/2) 0% (0/2) 0% (0/2)
49 dias - % (0/2) 0% (0/2) 0% (0/2)
Total 56% (9/16)  35% (7/20)  45% (9/20)  45% (9/20)
7x10°UFC mL"' de Salmonella
L C LR .Sas:q Conteudo Baco Burs_a .de
Vitelinico do Ceco Fabricius
1 hora 0% (0/2) 0% (0/2) 0% (0/2) 0% (0/2)
3 horas 0% (0/2) 0% (0/2) 0% (0/2) 0% (0/2)
6 horas 50% (1/2) 50% (1/2) 50% (1/2) 50% (1/2)
12 horas 100% (2/2)  100% (2/2)  100% (2/2)  100% (2/2)
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18 horas 100% (2/2)  100% (2/2)  100% (2/2)  100% (2/2)
24 horas 100% (2/2)  100% (2/2)  100% (2/2)  100% (2/2)
3 dias 100% (2/2)  50% (2/2) 100% (2/2)  100% (2/2)
4 dias 100% (2/2)  100% (2/2)  100% (2/2)  100% (2/2)
38 dias - 50% (1/2) 0% (0/2) 0% (0/2)

49 dias - 0% (0/2) 0% (0/2) 0% (0/2)

Total 69% (11/16)  60% (12/20)  55% (11/20)  55%(11/20)

TABELA 1- Recuperagéo de Salmonella Enteritidis em diferentes periodos e érgdos de perus
experimentalmente inoculados com 6x102e 7x10° UFC mL" de Salmonella Enteritidis.

Salmonella inoculada néo foi recuperada em nenhum dos 6rgaos analisados com
uma e trés horas apds a inoculagédo. Estes resultados podem se apoiar nas explicacoes
de ROCHA et al. (2014) os quais relatam que a adesdo da Salmonella ao epitélio foi
prejudicada pelas defesas naturais ou inespecificas do trato gastrintestinal ou mesmo
pelas imunoglobulinas recebidas via ovo, que s&o capazes de inibir o desenvolvimento e
migragéo do agente.

Ja a partir de seis horas pos-inoculagdo até quatro dias de idade as amostras
oriundas das aves que receberam a dose de 6x102 UFC mL"' de Salmonella Enteritidis-T2
apresentaram 50% dos 6rgéos examinados positivos para Salmonella Enteritidis Porém no
contetdo cecal a bactéria foi isolada a partir de 12h pds inoculagéo até os trés dias de vida.
Ja as aves que receberam a dose 7x10°UFC mL" de Salmonella Enteritidis, T3, o agente
foi recuperado em todos os 6rgdos analisados a partir de seis horas pés-inoculagéo, se
mantendo presente em todos os 6rgaos até os quatro dias de idade e até 38 dias no ceco.
ApoOs este periodo a bactéria ndo foi mais isolada nos 6rgaos.

Verificou-se também que as frequéncias de isolamento variaram de acordo com a
dose infectante. No saco vitelinico foi constatada positividade para Salmonella Enteritidis
em 56% (9/16) e 69% (11/16) para os inéculos nas concentragbes 6x102UFC mL" e
7x10°UFC mL", respectivamente. Dos 20 conteldos cecais analisados, 35% (7/20) e
60% (12/20) apresentaram positividade para Salmonella Enteritidis, para a menor e maior
concentragdo, respectivamente. O patégeno também foi detectado em 45% (9/20) e
55% (11/20) dos bacos analisados, assim como 45% (9/20) e 55% (11/20) das bursas
de Fabricius, na menor e maior concentracao de Salmonella Enteritidis, respectivamente.
Estes resultados sugerem que a maior dose do inoculo, 7x10°UFC mL", teve maior contato
fisico com mucosa intestinal o que possibilitou maior capacidade de invadir e colonizar
0s 6rgdos estudados, pois as idades dos perus, as condi¢cbes de alojamento e 0 manejo
foram os mesmos aplicados para ambos os tratamentos. Embora existam diversos fatores
envolvidos na patogénese da salmonelose, sabe-se que para se estabelecer a infecgéao,

apds a ingestao oral do agente, é necessario que haja associacgéo fisica entre a bactéria e
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o epitélio do hospedeiro (VAN ASTEN e VAN DIJK, 2005; OLIVEIRA et al., 2013).

No entanto, ap0s seis horas de inoculacéo, o patbgeno pbéde ser identificado em todos
0s Orgdos estudados por meio da bacteriologia convencional e pela imuno-histoquimica,
sendo que maior recuperagdo ocorreu em T3, que as receberam a dose de 7x10°UFC
mL-". Estes resultados podem ser atribuidos a uma combinacgéo de eventos, dentre eles: o
tempo de geracdo de 20 a 35 minutos da Salmonella combinado com sua capacidade de
crescimento exponencial (MALHEIROS et al., 2007) e a temperatura corporal de 41°C da
espécie em estudo. Outro fator que justifica o resultado mencionado acima é a capacidade
de sobrevivéncia de Salmonella, ap6s invasdo tecidual, no interior dos fagocitos. Esta
habilidade |he proporciona resisténcia a degradacgéo pelas enzimas lisossomais (OCHO e
RODRIGUEZ, 2005).

Neste estudo recuperou-se a bactéria no ceco das aves inoculadas com 7x10°UFC
mL'até o dia 38, resultado semelhante ao de Cox et al. (2001), que inocularam 104 UFC
mL'e encontraram Salmonella Enteritidis em 46,67% das amostras de contetdo cecal
em perus com 42 dias de idade. Ainda, neste estudo, aos 60 dias ndo mais se isolou o
patégeno independente da dose de indculo utilizada. Apesar de a suscetibilidade das aves a
colonizagao intestinal por este agente ser maior nos primeiros dias de vida, posteriormente
a mesma torna-se reduzida a medida que ocorre 0 desenvolvimento da microbiota intestinal
normal, sendo que este processo se completa entre a terceira e a sexta semanas de idade
(NURMI e RANTALA, 1973; BAILEY, 1988).

Outra abordagem deste trabalho refere-se a contagem de linfocitos que juntamente
com os macrofagos, sdo as células que reconhecem e respondem especificamente a
antigenos estranhos, constituindo a primeira linha de defesa contra infecgbes causadas
por Salmonella Enteritidis (SHEELA et al., 2003).

Houve diferenca significativa na contagem de linfocitos em fragmentos de baco e
bursa de Fabricius entre o grupo controle e os demais tratamentos, nas diferentes idades
avaliadas (Tabela 2). Assim como foi observado por Freitas Neto et al. (2007), neste estudo,
em ambas concentrag¢des de inOculos utilizadas, a quantidade de linfécitos na primeira hora
pos-inoculagéo foi maior, com posterior diminui¢do, atingindo o menor valor no periodo de
24h pés-inoculacéo.
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6x102

7x10°

TPI-B Controle UFC mL-' % DL G UFC mL" % DL G
1 hora 14,4+ 3,01 14,2+3,21 1,39 D 13,8£3,60 4,17 D
3 horas 15,1+3,22 13,1+2,90 13,25 D 12,1£3,99 19,87 D
6 horas 15,9+3,32a  13,2+2,31ab 16,98 D 11,2+500b 2956 M
12 horas 16,2+ 3,75a 14,9+1,75a 8,02 D 10,6+ 3,85b 34,57 D
18 horas  16,9+3,84a  13,2+4,90ab 21,89 M  9,8+431b 42,01 A
24 horas 16,8+ 5,25a 9,4+4,40b 44,05 A 71+287c 57,74 A
3 dias 152+3,61a  13,1+3,12a 13,82 D 9,0+2,46b 40,79 A
4 dias 14,4+3,15a  11,4+3,29ab 20,83 M  9,2+4.88b 36,11 M
38 dias 14,2+3,59a 11,6+2,82b 18,31 D 9,7£554b 31,69 M
49 dias 13,7+ 3,80 11,0£4,10 19,71 D 106+824 2263 M
TPI-BF  Controle P Y TR S S P 1 TR
1 hora 17,4+ 3,71 151+£3,09 1322 D 15137 1322 D
3 horas 16,7+4,41a  14,3x522ab 14,37 D 126513 2455 M
6 horas 17,2+4,53a  13,8+2,45ab 19,77 D 11,7+8,11b 3198 M
12horas  17,6+2,99a 12,0+ 4,490 31,82 M 10,2+3,57b 42,05 A
18 horas 17,5+ 3,48a 11,6+4,62b 33,71 M 9,0+4,72b 48,57 A
24 horas 19,0+ 4,62a 9,0+3,59b 52,63 A 8,0+439% 57,89 A
3 dias 17,7+£3,65a  10,4+4,45b 41,24 A 98+528p 44,63 A
4 dias 17,5£4,80a 14,2+ 4,89ab 18,86 D 106+326b 3943 M
38 dias 16,1£2,69a  12,0£509 2547 M  10,4+4,48 3540 M
49 dias 14,9+537a 10,4+4,40b 3020 M  99+365b 3356 M

A, B- médias seguidas de letras diferentes na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Kruskal-

Wallis a 5%. TPI - Tempo p6s-inoculagao. DL - deplecéo linfoide. B — Bacgo. BF - bursa de Fabricius. G
— graus de deplecéo linféide: D — Discreta; M — Moderada; A — Acentuada.

TABELA 2 — Contagem de linfécitos, percentuais médios e graus de deplecéo linfoide no bago e na
bursa de Fabricius de perus inoculados com diferentes concentragdes de Salmonella Enteritidis nos
momentos pés-inoculagéo.

Entretanto, foi observado que a partir de 24h, o nimero de linfocitos aumentou

discretamente, se mantendo até os 49 dias poés-inoculagdo. Segundo Hassan e Curtiss

(1994), esta deplegédo transitoria de linfocitos em orgaos linféides pode favorecer o

desenvolvimento do estado aves portadoras. Apesar disso, como citado anteriormente, o

patégeno ndo foi mais identificado nos érgdos e contetdo cecal ap6s 38 dias. Segundo

Freitas Neto et al. (2007), a resposta imune é fundamental para restringir a invaséo intestinal

de Salmonellae sua disseminacao para os 6rgédos linfaticos e o figado.

A deplecao linféide observada no bago variou de 1,39 a 44,05% e de 4,17 a 57,74%,

respectivamente, para T2 e T3. Houve predominancia de deplegéo linfoide discreta e
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moderada. Ja na bursa de Fabricius, a deplecéo linféide variou entre 13,22 e 52,63% e
entre 13,22 e 57,89% para T2 e T3, respectivamente, com verificagdo de todos os graus de
deplecoes linfoides. De forma geral, T3 desenvolveu maior grau de deplegéo linfoide em
praticamente todas as idades estudadas tanto nos bacos quanto nas bursas de Fabricius.

A deplecdo de linfécitos constatada em T2 e T3 possivelmente ocorreu pela
migracao destas células para o local da lesdo, por meio do recrutamento celular para os
sitios de invasao bacteriana, ou pelo comprometimento dos érgéos linfoides, responsaveis
pela produgcé@o e armazenamento dessas celulas. Dessa forma, o organismo infectado nédo
consegue repor, de maneira suficiente, novos linfécitos para o combate a infecgéo.

Os escores de marcagdo imuno-histoquimica para o anticorpo anti-Salmonella
ab13634 nos fragmentos de ceco, bago e bursa de Fabricius de perus desafiados com
diferentes concentracdes de Salmonella Enteritidis estédo apresentados na Tabela 3. Assim
como foi observado no teste bacteriol6gico, nao houve marcagéo imuno-histoquimica nos
6rgéos dos animais do grupo controle.

I , In6culo com 6x102UFC mL™!
Orgaos/Tempo pos-

inoculacéo

1h 3h 6h 12h  18h  24h 3d 4d 38d  49d
Ceco - - - + ++ ++ ++ + - -
Baco - - + + ++ + + + - -
Bursa de Fabricius - - + + ++ ++ + + - -

. . In6culo com 7x10° UFC mL!
Orgaos/Tempo pos-

inoculagao th  3h 6h 12h 18h 24h 3d  4d  38d  49d
Ceco - - + + ++ ++ ++ ++ - -
Bago - - + ++ ++ + - -
Bursa de Fabricius - - - + ++ ++ + + - -

(-) auséncia de marcacao; (+) numero discreto de células; (++) nUmero moderado de células; (+++)
numero acentuado de células.

TABELA 3 — Escores de marcagdo imuno-histoquimica nos 6rgéos de perus inoculados com diferentes
concentragdes de Salmonella Enteritidis.

Marcacdes celulares ocorreram apenas entre seis horas e quatro dias pos-
inoculacdo. Desmidt et al. (1998) também observaram marcacao na superficie epitelial do
ceco de frangos de corte ap0s seis horas de inoculagéo. Isto reforga a observagéo de que
o estabelecimento da infecg¢ao relaciona-se com tempo de inoculagéo do patégeno.

Em T2, marcagdes variaram entre os escores discreto e moderado, e foram
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inicialmente detectadas no bago e na bursa de Fabricius. J&, em T3, e as marcagdes se
iniciaram no ceco e no bago e observou-se o escore acentuado no bago em 24h. Ainda em
T2, houve aumento no nimero de células marcadas somente com 18h pos-inoculacéao e
este nimero se manteve até o terceiro dia no ceco. Por outro lado, em T3, houve aumento
no numero de células marcadas desde 12h p6s-inoculacdo e este numero se manteve até o
quarto dia no ceco. As Figuras 1 e 2 ilustram a marcagao imuno-histoquimica de Salmonella
Enteritidis em diferentes tecidos e momentos po6s-inoculagdo de ambas as concentragdes
do inéculo.

FIGURA 1-Fotomicrografiasde bursa de Fabricius e ceco de perus desafiados com 6x102UFC mL"
de Salmonella Enteritidis. A) Bursa, 12h pés-inoculagéo, apresentando escore 1 para o anticorpo
anti-Salmonella ab13634. IHQ, 630x. B) Ceco, 4 dias pds-inoculagdo, apresentando escore 2 para o
anticorpo anti-Salmonella ab13634.IHQ, 400x.

Fonte: os autores.

FIGURA 2- Fotomicrografias de bago e bursa de Fabricius de perus desafiados com 7x10° UFC mL™"

de Salmonella Enteritidis. A) Bago, 18h pos-inoculagdo, apresentando escore 2 para o anticorpo anti-

Salmonella ab13634. IHQ, 630x. B) Bursa de Fabricius, 12h p6s-inoculagéo, apresentando escore 1
para o anticorpo anti-Salmonella ab13634. IHQ, 400x.

Fonte: os autores.
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Estes dados, sugerem que quanto maior a concentragéo do indculo infectante para
as aves, mais elevado o periodo que estas se mantém como portadoras. Observagoes
semelhantes foram feitas por Asheag et al. (2003) quando inocularam duas doses
de Salmonella Enteritidis (2x102UFC mL"' e 2x108UFC mL") em poedeiras. Estes
autores descreveram que os animais que receberam menor quantidade de Salmonella
apresentaram discreta marcacdo na superficie epitelial do ceco entre 10h e sete dias pos-
inoculacdo, enquanto que os animais que receberam maior quantidade apresentaram
adesédo de Salmonella na superficie epitelial do ceco no periodo de seis horas até 14 dias
pbs-inoculagéo, persistindo na lamina propria até trés semanas. Isto, segundo os autores,
aponta que a capacidade deSalmonella Enteritidis aderir e colonizar o trato intestinal é
dose-dependente, bem como foi observado no atual estudo. Com relagdo aos orgéos
afetados, Deng et al. (2008) também observaram altos niveis de Salmonella Enteritidis em

diferentes 6rgéos de patos.

41 CONCLUSAO

Neste estudo, os resultados bacteriol6gicos associados aos imuno-histoquimicos
e a contagem de linfécitos demonstram que a gravidade da infecgéo é dose-dependente;
que a dose influencia a migracao para os 6rgaos, a disseminagéo e a resposta celular; e
independente da concentracdo de inéculo utilizado, os perus foram capazes de debelar
a infecg@o e eliminar a bactéria até 49 dias de idade, conforme o periodo do presente

experimento.
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