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APRESENTAÇÃO

Ciências Agrárias é uma área do conhecimento importante para o desenvolvimento 
econômico e sustentável do Brasil e do mundo. É multidisciplinar, envolvendo estudos 
relacionados à produção agrícola, aos recursos florestais e à pecuária. Sempre gerando 
novas tecnologias que visam incremento de produtividade, as pesquisas também devem 
compreender pautas éticas e de conservação dos recursos naturais.

Esta obra, intitulada “Responsabilidade Social, Produção e Meio Ambiente nas 
Ciências Agrárias 2”, apresenta-se em dois volumes que trazem uma diversidade de artigos 
sobre agricultura, recursos florestais, pecuária 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, feijão-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 questão social. 

Além disso, são apresentados resultados de pesquisas com abelhas, visando a 
produção de própolis e mel, além de outros trabalhos que envolvem a produção de aves, 
caprinos e suínos.

Os artigos apresentados nesta obra trazem resultados de estudos desenvolvidos 
por pesquisadores, docentes e acadêmicos de várias instituições de ensino e pesquisa. 

Nós, da Atena Editora, agradecemos a cada autor pela escolha dessa obra para a 
divulgação 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 

a patogênese da Salmonella Enteritidis em 
perus de um dia experimentalmente inoculados. 
Foram conduzidos três tratamentos, constituídos 
de 120 perus, sendo um grupo controle e outros 
dois tratamentos onde se inoculou via inglúvio 
6,0x102 UFC mL-1 e 7,0x105 UFC mL-1 de 
Salmonella Enteritidis, respectivamente. Após 
a inoculação, duas aves de cada tratamento 
foram submetidas à eutanásia e ao exame 
necroscópico para realizar a colheita amostras 
(saco vitelínico, ceco, fragmentos de baço e 
bursa de Fabricius) com uma, três, seis, 12, 18 
e 24 horas e aos três, quatro, 38 e 49 dias. Foi 
realizado pesquisa da Salmonella, contagem 
de linfócitos e imuno-histoquímica. Após seis 
horas da inoculação, Salmonella foi identificada 
nos órgãos estudados, tanto pelo teste 
bacteriológico quanto pelo imunoistoquímico e 
permaneceu até quatro dias de idade em quase 
todos os órgãos analisados, e até 38 dias no 
ceco, quando se utilizou 7,0x105 UFC mL-1. Em 
ambas as concentrações do inóculo, os valores 
da contagem de linfócitos foram semelhantes, 
iniciando com maior número de linfócitos na 
primeira hora pós-inoculação, com redução 
lenta atingindo menor número às 24h pós-
inoculação, e, a partir daí, o número de linfócitos 
aumentou discretamente, se mantendo até 
os 49 dias pós-inoculação. Conclui-se que 
a dose infectante influencia a migração, a 
disseminação, a eliminação e a persistência do 
patógeno nos perus, pois a menor concentração 
do inóculo promove menor invasão, assim como 
menor marcação de células e menor depleção 
de linfócitos.
PALAVRAS-CHAVE: Imuno-histoquímica, 
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isolamento bacteriano, linfócitos, salmoneloses aviárias.

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 102 CFU mL-1 and 7 x 105 CFU mL-1, 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 
105 CFU mL-1 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.

1 | 	INTRODUÇÃO
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 produção.Este gênero de 
bactérias é constantemente estudado em termos de fisiologia, genética, estrutura celular e 
fatores de virulência devido à sua complexidade epidemiológica e patogenicidade (TORO 
et al., 2014). Além disso, compõem 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 países 
(KOTTWITZ et al., 2010).

Salmonella Enteritidis constitui problema de saúde pública (SULTANA et al., 2014) 
por ser uma das principais causas de doenças 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 sanitária 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 



 
Responsabilidade social, produção e meio ambiente nas ciências agrárias 2 Capítulo 18 204

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 incubatórios de frangos, granjas 
e abatedouros. Além de frangos, discute-se a importância da carne de peru como fonte de 
infecção (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2008). 

Na tentativa de avaliar a resposta imune em perus de um dia após inoculação de 
cepas atenuadas de Salmonella, Hesse et al., (2016) não conseguiram observar evidencias 
de que os animais desenvolveram resposta imunológica, por outro lado os autores afirmam 
que ocorreu aumento na concentração de proteínas (CD4-, CD8α- e CD28-positivo) após a 
inoculação de cepas virulentas.

Considerando que a fisiologia e a carga genética de cada indivíduo podem interferir 
nos mecanismos de defesa frente às agressões por microrganismos, este estudo foi 
desenvolvido com o objetivo verificar os efeitos da inoculação experimental via oral, de duas 
concentrações de Salmonella Enteritidis em perus, para elucidar aspectos da migração, 
disseminação, excreção e resposta imunológica celular do patógeno.

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS
O experimento foi realizado no Núcleo Experimental de Doenças de Aves e no 

Laboratório de Bacteriologia do Departamento de Medicina Veterinária Preventiva da 
Escola de Veterinária e Zootecnia (EVZ) da Universidade Federal de Goiás (UFG), Goiânia, 
Goiás, Brasil, e nos Departamentos de Anatomia Patológica e de Cria, Saúde e Produção 
Animal da Universidade de Murcia (UM), Murcia, província de Murcia, Espanha.

O protocolo experimental utilizado neste estudo foi aprovado pelo Comissão de Ética 
em Pesquisa Animal da UFG, sob o n° 103/09, e está de acordo com os Princípios Éticos 
na Experimentação Animal, adotado pela Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de 
Laboratório (SBCAL).

2.1	 Delineamento experimental
Foram utilizados 120 perus de um dia de idade, da linhagem British United Turkeys 

of America (BUTA), obtidos de incubatórios comerciais, distribuídos em experimento em 
blocos casualizados, divididos em três tratamentos com 40 animais em cada. No tratamento 
1 (grupo controle) inoculou-se, por via oral, 0,1 mL de solução salina 0,85%esterilizada e 
tamponada; no tratamento 2 (T2) e 3 (T3) inoculou-se 0,1 mL de solução salina a 0,85%, 
contendo aproximadamente 6x102 UFC mL-1 e 7x105 UFC mL-1 de Salmonella Enteritidis, 
respectivamente.

Após a inoculação, duas aves de cada tratamento foram submetidas à eutanásia 
e exame necroscópico para colheita de material e realização de exames bacteriológicos, 
imuno-histoquímicos e contagem de linfócitos com: uma, três, seis, 12, 18 e 24 horas e 
posteriormente com três, quatro, 38 e 49 dias de idade, num total de 20 aves por tratamento.

Os inóculos 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 ágar XLT4 e 
incubada a 37ºC, por 18-24h. Em seguida, as células foram suspensas em solução salina 
tamponada a 0,85%, mantidas a 4ºC e as concentrações de 7,0x105 UFC mL-1e 6,0x102 UFC 
mL-1foram ajustadas com o auxílio da escala de MacFarland (FÉRNANDEZ et al., 2001). 
Cada concentração foi confirmada por plaqueamento das diluições decimais seriadas em 
ágar XLT4, com posterior incubação a 37ºC e contagem das UFC de Salmonella.

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

2.2	 Cultivo e isolamento bacteriano
Após a colheita, as amostras foram maceradas e processadas de acordo com o 

descrito por Georgia Poultry Laboratory (1997) e Brasil (2003). Amostras de saco vitelínico, 
baço, bursa de Fabricius e de conteúdo de ceco de cada animal foram incubadas em caldo 
selenito-cistina a 37ºC, por 24h. Alíquotas do caldo foram plaqueadas por esgotamento em 
estrias para meios seletivos (ágar MacConkey, Hektoen e ágar XLT4) e incubados a 37ºC, 
por 24h.

De três a cinco unidades formadoras de colônias (UFCs), por placa, com 
características fenotípicas de Salmonella foram transferidas para tubos contendo tríplice 
açúcar ferro (TSI) e incubados a 37ºC, por 24h.

Os tubos de TSI com crescimento fenotípico e sugestivo de Salmonella foram 
submetidos ao teste de urease, produção de indol, vermelho metila, produção de ácido 
sulfídrico, motilidade, lisina descarboxilase, teste do malonato e citrato de Simmons. Quando 
as reações bioquímicas foram compatíveis com Salmonella, as amostras foram submetidas 
ao teste sorológico com soro polivalente anti-O e remetidas à Fundação Oswaldo Cruz 
(FIOCRUZ-RJ), em meio ágar nutriente, para confirmação do sorovar isolado.

2.3	 Contagem de linfócitos em órgãos linfóides
Para a contagem de linfócitos foram colhidos fragmentos de baço e bursa de 

Fabricius, os quais foram fixados em formalina tamponada e neutra a 10%, durante 24h, 
processados e incluídos em parafina. Em seguida, foram confeccionados cortes de 5µm, 
que foram distendidos sobre lâminas histológicas e corados por hematoxilina e eosina (HE).

Para a contagem dos linfócitos foi utilizada a técnica de planimetria por contagem 
de pontos, sendo o número 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 baço e de bursa de 
Fabricius de cada animal, para a posterior contagem dos linfócitos, realizada com o auxílio 
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do software Image J. 
Um retículo quadrangular composto por 25 pontos foi sobreposto à imagem 

histológica digital e apenas foram contados os linfócitos nas intersecções presentes no 
campo visual. Os linfócitos contados no baço e na bursa de Fabricius foram classificados 
quanto ao grau de depleção e classificados em discreto, moderado e acentuado.

Preliminarmente, foi realizada a contagem dos linfócitos no baço e na bursa de 
Fabricius do grupo controle, obtendo-se a média e o desvio padrão para efeito de 
comparação e referência na determinação do grau de depleção linfóide nos órgãos dos 
animais inoculados. Foi atribuído o grau de: discreta (quando se observou menos de 20% 
de depleção linfóide), moderada (quando se observou entre 20,01 e 40% de depleção 
linfóide) e acentuada (quando se observou entre 40,01 e 60,% de depleção linfóide).

2.4	 Imuno-histoquímica
Para análises imuno-histoquímicas utilizaram-se amostras de ceco, baço 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 incluídas em parafina. Em seguida, foram confeccionados cortes de 5,0µm, os quais 
foram distendidos sobre lâminas histológicas 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 endógena em solução de H2O2 
em metanol a 1,5% (197 mL de metanol + 3,0 mL de H2O2), por 20 minutos. Os cortes foram 
lavados em solução salina tamponada com TRIS (TBS). Para o bloqueio da coloração 
de fundo, os cortes foram incubados com soro normal de suíno, diluído à concentração 
de 1:100, em BSA (Bovine Serum Albumin a 2%, em câmara úmida a 37ºC, durante 20 
minutos.

Posteriormente, os cortes foram incubados com anticorpo anti-Salmonella ab13634 
(Laboratórios Abcam, UK), o qual marca os antígenos “O” e “H” de Salmonella, em câmara 
úmida a 37ºC, por 1h. Para amplificar a reação, os cortes foram incubados em anticorpo 
secundário anti-coelho biotinilado diluído em BSA a 1%, na concentração de 1:250, em 
câmara úmida a 37ºC, por 20 minutos. Após, os cortes foram lavados com TBS e incubados 
com o complexo avidina-biotina-peroxidase (30μLde Avidina + 30μL de Biotina + 1000μL de 
TBS), por 20 minutos, sendo lavados novamente em TBS.

Para a revelação da reação, os cortes foram incubados em diaminobenzidina (DAB), 
diluída na proporção de uma gota de DAB para 1,0 mL de diluente por cinco minutos. As 
lâminas foram lavadas em água corrente, contra-coradas com hematoxilina, desidratadas 
e montadas com lamínula e resina sintética. A leitura das lâminas foi realizada em escores, 
os quais foram determinados pelo número de células marcadas em 10 campos avaliados. 
A partir da observação dos cortes, os 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	 Análise Estatística
Para avaliara colonização da Salmonella Enteritidis pela cultura bacteriana e 

pelo ensaio imuno-histoquímico foram consideradas apenas a presença ou a ausência 
da bactéria, sendo aplicado o teste não paramétrico de qui-quadrado (χ2). Os dados da 
contagem de linfócitos foram avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis, pós teste de Dunn, 
sendo considerado resultado significativo quando p<0,05 (SAMPAIO, 2002).

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO
Os resultados das análises bacteriológicas das amostras de saco vitelínico, baço, 

bursa de Fabricius e conteúdo de ceco dos perus dos os quais foram inoculados com duas 
doses de Salmonella Enteritidis, encontram-se na Tabela 1. Salmonella Enteritidis não foi 
isolada em nenhum animal do grupo controle.

Tempo de vida
6x102UFC mL-1 de Salmonella

Saco
 Vitelínico

Conteúdo 
do Ceco Baço Bursa de 

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% (0/2) 0% (0/2) 0% (0/2)

Total 56% (9/16) 35% (7/20) 45% (9/20) 45% (9/20)

Tempo de vida
7x105UFC mL-1 de Salmonella

Saco
 Vitelínico

Conteúdo 
do Ceco Baço Bursa de 

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- Recuperação de Salmonella Enteritidis em diferentes períodos e órgãos de perus 
experimentalmente inoculados com 6x102 e 7x105 UFC mL-1 de Salmonella Enteritidis.

Salmonella inoculada não foi recuperada em nenhum dos órgãos analisados com 
uma e três horas após a inoculação. Estes resultados podem se apoiar nas explicações 
de ROCHA et al. (2014) os quais relatam que a adesão da Salmonella ao epitélio foi 
prejudicada pelas defesas naturais ou inespecíficas do trato gastrintestinal ou mesmo 
pelas imunoglobulinas recebidas via ovo, que são capazes de inibir o desenvolvimento e 
migração do agente.

 Já a partir de seis horas pós-inoculação até quatro dias de idade as amostras 
oriundas das aves que receberam a dose de 6x102 UFC mL-1 de Salmonella Enteritidis-T2 
apresentaram 50% dos órgãos examinados positivos para Salmonella Enteritidis Porém no 
conteúdo cecal a bactéria foi isolada a partir de 12h pós inoculação até os três dias de vida. 
Já as aves que receberam a dose 7x105 UFC mL-1 de Salmonella Enteritidis, T3, o agente 
foi recuperado em todos os órgãos analisados a partir de seis horas pós-inoculação, se 
mantendo presente em todos os órgãos até os quatro dias de idade e até 38 dias no ceco. 
Após este período a bactéria não foi mais isolada nos órgãos. 

Verificou-se também que as frequências de isolamento variaram de acordo com a 
dose infectante. No saco vitelínico foi constatada positividade para Salmonella Enteritidis 
em 56% (9/16) e 69% (11/16) para os inóculos nas concentrações 6x102UFC mL-1 e 
7x105UFC mL-1, respectivamente. Dos 20 conteúdos cecais analisados, 35% (7/20) e 
60% (12/20) apresentaram positividade para Salmonella Enteritidis, para a menor e maior 
concentração, respectivamente. O patógeno também foi detectado em 45% (9/20) e 
55% (11/20) dos baços analisados, assim como 45% (9/20) e 55% (11/20) das bursas 
de Fabricius, na menor e maior concentração de Salmonella Enteritidis, respectivamente. 
Estes resultados sugerem que a maior dose do inóculo, 7x105UFC mL-1, teve maior contato 
físico com mucosa intestinal o que possibilitou maior capacidade de invadir e colonizar 
os órgãos estudados, pois as idades dos perus, as condições de alojamento e o manejo 
foram os mesmos aplicados para ambos os tratamentos. Embora existam diversos fatores 
envolvidos na patogênese da salmonelose, sabe-se que para se estabelecer a infecção, 
após a ingestão oral do agente, é necessário que haja associação física entre a bactéria e 
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o epitélio do hospedeiro (VAN ASTEN e VAN DIJK, 2005; OLIVEIRA et al., 2013). 
No entanto, após seis horas de inoculação, o patógeno pôde ser identificado em todos 

os órgãos estudados por meio da bacteriologia convencional e pela imuno-histoquímica, 
sendo que maior recuperação ocorreu em T3, que as receberam a dose de 7x105UFC 
mL-1. Estes resultados podem ser atribuidos a uma combinação de eventos, dentre eles: o 
tempo de geração de 20 a 35 minutos da Salmonella combinado com sua capacidade de 
crescimento exponencial (MALHEIROS et al., 2007) e a temperatura corporal de 41ºC da 
espécie em estudo. Outro fator que justifica o resultado mencionado acima é a capacidade 
de sobrevivência de Salmonella, após invasão tecidual, no interior dos fagócitos. Esta 
habilidade lhe proporciona resistência à degradação pelas enzimas lisossomais (OCHO e 
RODRÍGUEZ, 2005).

Neste estudo recuperou-se a bactéria no ceco das aves inoculadas com 7x105 UFC 
mL-1até o dia 38, resultado semelhante ao de Cox et al. (2001), que inocularam 104 UFC 
mL-1e encontraram Salmonella Enteritidis em 46,67% das amostras de conteúdo cecal 
em perus com 42 dias de idade. Ainda, neste estudo, aos 60 dias não mais se isolou o 
patógeno independente da dose de inóculo utilizada. Apesar de a suscetibilidade das aves à 
colonização intestinal por este agente ser maior nos primeiros dias de vida, posteriormente 
a mesma torna-se reduzida à medida que ocorre o 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 à contagem de linfócitos que juntamente 
com os macrófagos, são as células que reconhecem e respondem especificamente a 
antígenos estranhos, constituindo a primeira linha de defesa contra infecções causadas 
por Salmonella Enteritidis (SHEELA et al., 2003). 

Houve diferença significativa na contagem de linfócitos em fragmentos de baço 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 concentrações de inóculos utilizadas, a quantidade de linfócitos na primeira hora 
pós-inoculação foi maior, com posterior diminuição, atingindo o menor valor no período de 
24h pós-inoculação.
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TPI– B Controle 6x102

UFC mL-1 % DL G 7x105

UFC mL-1 % 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± 5,00b 29,56 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± 4,31b 42,01 A

24 horas 16,8± 5,25a 9,4± 4,40b 44,05 A 7,1± 2,87c 57,74 A

3 dias 15,2± 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± 5,54b 31,69 M

49 dias 13,7± 3,80 11,0± 4,10 19,71 D 10,6 ± 8,24 22,63 M

TPI– BF Controle 6x102

UFC mL-1 % DL G 7x105

UFC mL-1 % DL G

1 hora 17,4± 3,71 15,1± 3,09 13,22 D 15,1± 3,7 13,22 D

3 horas 16,7± 4,41a 14,3± 5,22ab 14,37 D 12,6± 5,13b 24,55 M

6 horas 17,2± 4,53a 13,8± 2,45ab 19,77 D 11,7± 8,11b 31,98 M

12 horas 17,6± 2,99a 12,0± 4,49b 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± 4,39b 57,89 A

3 dias  17,7± 3,65a 10,4± 4,45b 41,24 A 9,8± 5,28b 44,63 A

4 dias 17,5± 4,80a 14,2± 4,89ab 18,86 D 10,6± 3,26b 39,43 M

38 dias 16,1± 2,69a 12,0± 5,09b 25,47 M 10,4± 4,48b 35,40 M

49 dias 14,9± 5,37a 10,4 ± 4,40b 30,20 M 9,9± 3,65b 33,56 M

A, B- médias seguidas de letras diferentes na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Kruskal-
Wallis a 5%. TPI - Tempo pós-inoculação. DL - depleção linfóide. B – Baço. BF - bursa de Fabricius. G 

– graus de depleção linfóide: D – Discreta; M – Moderada; A – Acentuada.

TABELA 2 – Contagem de linfócitos, percentuais médios e graus de depleção linfoide no baço e na 
bursa de Fabricius de perus inoculados com diferentes concentrações de Salmonella Enteritidis nos 

momentos pós-inoculação.

Entretanto, foi observado que a partir de 24h, o número de linfócitos aumentou 
discretamente, se mantendo até os 49 dias pós-inoculação. Segundo Hassan e Curtiss 
(1994), esta depleção transitória de linfócitos em órgãos linfóides pode favorecer o 
desenvolvimento do estado aves portadoras. Apesar disso, como citado anteriormente, o 
patógeno não foi mais identificado nos órgãos e conteúdo cecal após 38 dias. Segundo 
Freitas Neto et al. (2007), a resposta imune é fundamental para restringir a invasão intestinal 
de Salmonellae sua disseminação para os órgãos linfáticos e o fígado.

A depleção linfóide observada no baço variou de 1,39 a 44,05% e de 4,17 a 57,74%, 
respectivamente, para T2 e T3. Houve predominância de depleção linfóide discreta e 
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moderada. Já na bursa de Fabricius, a depleção linfóide variou entre 13,22 e 52,63% e 
entre 13,22 e 57,89% para T2 e T3, respectivamente, com verificação de todos os graus de 
depleções linfóides. De forma geral, T3 desenvolveu maior grau de depleção linfóide em 
praticamente todas as idades estudadas tanto nos baços quanto nas bursas de Fabricius.

A depleção de linfócitos constatada em T2 e T3 possivelmente ocorreu pela 
migração destas células para o local da lesão, por meio do recrutamento celular para os 
sítios de invasão bacteriana, ou pelo comprometimento dos órgãos linfóides, responsáveis 
pela produção e armazenamento dessas celulas. Dessa forma, o organismo infectado não 
consegue repor, de maneira suficiente, novos linfócitos para o combate à infecção.

Os escores de marcação imuno-histoquímica para o anticorpo anti-Salmonella 
ab13634 nos fragmentos de ceco, baço e bursa de Fabricius de perus desafiados com 
diferentes concentrações de Salmonella Enteritidis estão apresentados na Tabela 3. Assim 
como foi observado no teste bacteriológico, não houve marcação imuno-histoquímica nos 
órgãos dos animais do grupo controle.

Órgãos/Tempo pós-
inoculação

Inóculo com 6x102UFC mL-1

1h 3h 6h 12h 18h 24h 3d 4d 38d 49d

Ceco - - - + ++ ++ ++ + - -

Baço - - + + ++ + + + - -

Bursa de Fabricius - - + + ++ ++ + + - -

Órgãos/Tempo pós-
inoculação

Inóculo com 7x105 UFC mL-1

1h 3h 6h 12h 18h 24h 3d 4d 38d 49d

Ceco - - + + ++ ++ ++ ++ - -

Baço - - + ++ ++ +++ ++ + - -

Bursa de Fabricius - - - + ++ ++ + + - -

(-) ausência de marcação; (+) número discreto de células; (++) número moderado de células; (+++) 
número acentuado de células.

TABELA 3 – Escores de marcação imuno-histoquímica nos órgãos de perus inoculados com diferentes 
concentrações de Salmonella Enteritidis.

Marcações celulares ocorreram apenas entre seis horas e quatro dias pós-
inoculação. Desmidt et al. (1998) também observaram marcação na superfície epitelial do 
ceco de frangos de corte após seis horas de inoculação. Isto reforça a observação de que 
o estabelecimento da infecção relaciona-se com tempo de inoculação do patógeno.

Em T2, marcações variaram entre os escores discreto e moderado, e foram 
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inicialmente detectadas no baço e na bursa de Fabricius. Já, em T3, e as marcações se 
iniciaram no ceco e no baço e observou-se o escore acentuado no baço em 24h. Ainda em 
T2, houve aumento no número de células marcadas somente com 18h pós-inoculação e 
este número se manteve até o terceiro dia no ceco. Por outro lado, em T3, houve aumento 
no número de células marcadas desde 12h pós-inoculação e este número se manteve até o 
quarto dia no ceco. As Figuras 1 e 2 ilustram a marcação imuno-histoquímica de Salmonella 
Enteritidis em diferentes tecidos e momentos pós-inoculação de ambas as concentrações 
do inóculo.

FIGURA 1–Fotomicrografiasde bursa de Fabricius e ceco de perus desafiados com 6x102UFC mL-1 
de Salmonella Enteritidis. A) Bursa, 12h pós-inoculação, apresentando escore 1 para o anticorpo 

anti-Salmonella ab13634. IHQ, 630x. B) Ceco, 4 dias pós-inoculação, apresentando escore 2 para o 
anticorpo anti-Salmonella ab13634.IHQ, 400x. 

Fonte: os autores.

FIGURA 2- Fotomicrografias de baço e bursa de Fabricius de perus desafiados com 7x105 UFC mL-1 
de Salmonella Enteritidis. A) Baço, 18h pós-inoculação, apresentando escore 2 para o anticorpo anti-
Salmonella ab13634. IHQ, 630x. B) Bursa de Fabricius, 12h pós-inoculação, 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 concentração do inóculo infectante para 
as aves, mais elevado o período que estas se mantém como portadoras. Observações 
semelhantes foram feitas por Asheag et al. (2003) quando inocularam duas doses 
de Salmonella Enteritidis (2x102UFC mL-1 e 2x108UFC mL-1) em poedeiras. Estes 
autores descreveram que os animais que receberam menor quantidade de Salmonella 
apresentaram discreta marcação na superfície epitelial do ceco entre 10h e sete dias pós-
inoculação, enquanto que os animais que receberam maior quantidade apresentaram 
adesão de Salmonella na superfície epitelial do ceco no período de seis horas até 14 dias 
pós-inoculação, persistindo na lâmina própria até três 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 relação aos orgãos 
afetados, Deng et al. (2008) também observaram altos níveis de Salmonella Enteritidis em 
diferentes órgãos de patos.

4 | 	CONCLUSÃO
Neste estudo, os resultados bacteriológicos associados aos imuno-histoquímicos 

e à contagem de linfócitos demonstram que a gravidade da infecção é dose-dependente; 
que a dose influencia a migração para os órgãos, a disseminação e a resposta celular; e 
independente da concentração de inóculo utilizado, os perus foram capazes de debelar 
a infecção e eliminar a bactéria até 49 dias de idade, conforme o período do presente 
experimento.
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