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AVALIACAO MORFOLOGICA DO INTESTINO E HEMATOLOGICA DE AVES
DE CORTE (GALLUS GALLUS DOMESTICUS) INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE POR SALMONELLA ENTERITIDIS E SUBMETIDOS
AO TRATAMENTO POR EXCLUSAO COMPETITIVA

RESUMO - O experimento foi realizado com o objetivo de avaliar os pesos
corporal (PC), do figado (PF) e da bursa de Fabricio (PB), o perfil hematoldgico
(eritrograma, leucograma e glicemia), a integridade e o desenvolvimento da
mucosa intestinal de pintos de corte de submetidos ao tratamento por exclusao
competitiva (EC) antes e apos infeccdo experimental por Salmonella Enteritidis
(SE). Foram utilizados 128 pintos, distribuidos num delineamento ao acaso com
esquema fatorial 2 x 4 [2 sexos e 4 tratamentos (NI: ndo infectados com SE; I:
infectados com SE; IEC: infectados com SE e tratados com EC 24 h apoés
infeccdo; ECI: tratados com EC e infectados com SE 24 h apdés tratamento)]. Os
animais foram sacrificados com 1, 3, 5 e 7 dias pos-infeccéo (dpi) para obtencao
do conteudo cecal (microbioldgico), figado, bursa de Fabricio e fragmentos do
intestino delgado. Os dados demonstram que o uso de EC apds infec¢do ndo evita
a colonizacao cecal por SE, mas que a mesma é evitada quando a EC é realizada
antes da infeccdo. A partir do 7° dpi as aves infectadas apresentaram os menores
valores de PC e PB, e ndo se evidenciou diferencas na glicemia e no PF. As
alteracdes do eritrograma ficaram restritas aos trés primeiros dpi e os resultados
do leucograma mostraram uma resposta sexo-especifica frente a infeccéo por SE.
Em relagéo a integridade, o presente trabalho mostrou que os vilos do intestino
delgado dos pintos de corte apresentam um grande processo de renovacao celular
ao final da primeira semana de vida e que EC acelera este processo. O
desenvolvimento intestinal variou de acordo com o segmento, 0 sexo, 0 tratamento

e a idade analisada.

Palavras-Chave: Salmonella Enteritidis, exclusdo competitiva, hematologia,

integridade, desenvolvimento, intestino, aves.
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MORPHOLOGIC INTESTINE EVALUATION AND HEMATOLOGY OF
BROILERS CHICKENS (GALLUS GALLUS DOMESTICUS) EXPERIMENTALLY
INFECTED WITH SALMONELLA ENTERITIDIS AND SUBMITTED TO
COMPETITIVE EXCLUSION TREATMENT

SUMMARY - The present experiment was carried out with the objective to
evaluate the weights corporal (WC), of the liver (WF) and bursa of Fabricio (WB),
the hematology profile (erytrogram, leucogram and glycemia), the integrity and the
development of the intestinal mucosa by young chickens submitted to competitive
exclusion treatment (CE) before and after experimental infection with Salmonella
Enteritidis (SE). 128 young chickens, distributed in completely randomized design
in 4 x 2 factorial arrangement [had been used 2 sex and 4 treatments (NI: not
infection with SE - Control; I: infection with SE; ICE: infection with SE and treated
with CE 24 h after infection; CEIl: treated with CE and infection with SE 24 h after
treatment)]. The animals had been sacrificed with 1, 3, 5 and 7 days post infection
(dpi) for attainment of the cecal content (microbiological), liver, bursa of Fabricio
and fragments of the thin intestine. The data demonstrate that the CE use after
infection does not prevent the cecal settling for SE, but that the same one is
prevented when the CE is carried through before the infection. From 7° dpi the
infections birds had presented the lesser values of WC and WB, and it did not
prove differences in the glycemia and the WF. The alterations of the erytrogram
had been restricted to three first dpi, and the results of the leucogram had shown to
a sex-specific reply front to the infection for SE. In relation to the integrity, the
present work showed that the vilos of the thin intestine of young chickens present a
great process of cellular renewal to the end of the first week of life and that CE
speeds up this process. The intestinal development in accordance with varied the

segment, the sex, the treatment and the analyzed age.

Key-words: Salmonella Enteritidis, competitive exclusion, hematology, integrity,

development, intestine, chickens.
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O desenvolvimento da avicultura brasileira moderna foi possivel gracas a
um conjunto de fatores, dentre eles, uma nutricdo balanceada, selecdo genética
de linhagens e da utilizacdo de rigorosos programas sanitarios em granjas.

Todavia, no que diz respeito a sanidade, o retardamento da aquisicdo da
microflora intestinal normal, provocado pelo rigoroso programa sanitario, tornou os
pintos mais susceptiveis a enfermidades entéricas. As infecgbes por salmonelas
sdo um dos maiores entraves econdmicos, pois afetam o bem estar animal e o
nivel de producédo acarretando anualmente grandes prejuizos a industria avicola.

Segundo MACARI & MAIORKA (2000), as técnicas de manejo para a
melhoria do desempenho do frango estdo na dependéncia do entendimento do
funcionamento dos sistemas organicos, pois, através da manutencdo da
homeostase, 0 custo energético de mantenca pode ser reduzido e aumentar a
producdo. Neste contexto, a avaliacdo dos parametros hematoldgicos das aves se
faz necessaria para melhor caracterizacdo da resposta da ave ao processo
infeccioso, representando uma ferramenta importante e auxiliar de diagnostico na
medicina veterinaria como o é na medicina humana. No entanto, analises de
sangue tém sido uma pratica pouco freqiente em aves (STOSKOPF et al., 1983).

As enfermidades entéricas tém sido controladas pelo uso de anti-
microbianos como coccidiostaticos, 0s promotores de crescimento anti-
microbianos e medicamentos especificos. Todavia, a crescente preocupacao dos
consumidores com a possivel transmissdo da resisténcia antibidtica a patdégenos
causadores de doencas humana tem levado a Comunidade Européia a proibir o
uso da maioria dos promotores de crescimento anti-microbianos e restringir 0 uso
de medicamentos. Sendo assim, se faz necessario o desenvolvimento de produtos
ou formas de controle alternativo que possam prevenir de forma eficaz as
enfermidades entéricas ou minimizar os efeitos adversos das mesmas sobre o

bem estar animal e sobre a producéo.
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Uma das medidas importantes a serem tomadas, principalmente no que se
refere as salmonelas, € manter a integridade do trato gastrintestinal das aves.
Véarios métodos tém sido testados a fim de combater ou controlar a coloniza¢éo do
trato intestinal por salmonelas. Um deles, e que vem mostrando-se eficaz durante
anos, € o método da Exclusdo Competitiva (EC) ou Conceito de "Nurmi". Ele
consiste na administracdo oral de microbiota intestinal de aves adultas em aves
recém eclodidas, com o objetivo de acelerar a colonizacdo intestinal por
microrganismos benéficos, evitando a infeccao por bactérias indesejaveis (NURMI
& RANTALA, 1973).

Segundo SPENCER & GARCIA (1995), em aves de exploragdo comercial,
a microbiota normal é adquirida durante as primeiras 6 semanas de vida e a
protecdo das aves jovens contra a colonizacdo por salmonelas parece ser
resultado direto da colonizag&o do epitélio intestinal por uma microbiota bacteriana
protetora. De acordo com OLIVEIRA et al. (2000), o tratamento com microbiota
intestinal de aves adultas mostrou-se eficiente no controle da transmissao por
contato do paratifo aviario em pintos. Dado similar também foi observado por
STERZO et al. (2005), os quais, utilizando uma suspenséo de cultura fecal de
aves adultas, registraram inibicdo da colonizacdo do trato gastrintestinal de pintos

de um dia por Salmonella Enteritidis

Historico e caracterizagdo do género Salmonella

As primeiras bactérias do género Salmonella foram identificadas em fins do
século passado. Salmonella typhy, a primeira a ser reconhecida como patégeno,
foi encontrada em baco e linfonodos de seres humanos em 1880, porém seu
isolamento e descricdo morfolégica s6 foram feitos por Gaffky, em 1884 (CORREA
& CORREA, 1992).

Em 1885, Salmon e Smith isolaram um bacilo de suinos doentes, ao qual
denominaram Bacterium suipestifer, considerando-o erroneamente o agente da

peste suina. Esta bactéria foi denominada posteriormente Salmonella cholerasuis.
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Em 1888, houve registro de Salmonella enteritidis por Gaetner e em 1892 Loefer
isolou a S. typhimurium (CORREA & CORREA, 1992).

Em 1889, na Inglaterra, Klein identificou o tifo aviario em aves adultas,
demonstrando sua etiologia bacteriana. Rettger, em 1899, descreveu a pulorose,
diferenciando-a da enfermidade anterior. Jones, em 1913, aplicou a prova de
aglutinacéo para identificacdo de portadores de Salmonella pullorum (CORREA &
CORREA, 1992).

No inicio do século XX, a caracterizacdo das bactérias deste género ainda
era confusa.

A partir de 1925, com a utilizacdo de métodos sorolégicos, iniciaram-se 0s
esclarecimentos sobre a classificagcdo do género Salmonella, criada por Ligniéres
em 1900 em homenagem a Salmon. Foram incluidos no género, Salmonella
typhimurium denominada por Loeffler (1892), Salmonella paratyphi por
Schottimuller (1899). Posteriormente foram sendo descritos varios sorotipos de
Salmonella, classificados de acordo com a terminologia de White (1929), atingindo
aproximadamente 900 sorotipos (CORREA & CORREA, 1992).

Na classificacdo apresentada pelo Manual Bergey, todos os sorotipos de
Salmonella pertencem a duas espécies: Salmonella bongori, que contém menos
de 10 sorotipos extremamente raros, e Salmonella cholerasuis, com 2500
sorotipos que dividem-se fenotipica e genotipicamente em seis subespécies
(HOLT et al., 1994; GAST, 1997).

Atualmente POPOFF et al. (1996) apresentaram uma proposta de
reclassificacdo do género Salmonella, que passaria a apresentar duas espécies:
Salmonella enterica com seis subespécies (enterica, salamae, arizonae, houtenae
e indica) e Salmonella bongori. Assim a designacédo de Salmonella typhimurium
passaria a ser Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo Typhimurium ou
de forma simplificada Salmonella Typhimurium.

As salmonelas sdo microorganismos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae. A taxonomia do género por muito tempo permaneceu
confusa, onde o0s conceitos sorotipo e espécie confundiam-se. Por definicdo, os

organismos do género Salmonella sdo bastonetes curtos (0,7 - 1,5W/ 2,0 - 5,0p),
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gram-negativos, moveis com flagelos petriquios, sendo alguns imdveis. Sao
aerdbios e facultativamente anaerdbios, catalase positiva, oxidase negativa,
fermentam acucares com producédo de gas, sdo produtores de H,S. As salmonelas
possuem uma complexa constituicdo antigénica (antigeno somatico "O", flagelar
"H", capsular "K") (HOLT et al., 1994; GAST, 1997).

A maior parte das culturas de Salmonella sp crescem em meio contendo
citrato. Em meios comuns com nutrientes podem ser confundidos com coliformes.

A deteccdo deve ser feita através da sua pesquisa em o6rgdos de eleicéo,
como o figado, baco e ceco. As amostras podem ser plaqueadas diretamente em
meios solidos, seletivos para enterobactérias ou passar por processo de
enriguecimento em caldos seletivos (Selenito, Tetrationato, Rappaport-
Vassiliadis) (HOLT et al., 1994; GAST, 1997).

As salmonelas sdo mortas pelo calor, 55° por 1 hora ou 60° durante 15 a 20
minutos. A resisténcia a antibiéticos comecou a ser observada em 1958 por HUEY
& EDWARDS, que estudaram amostras de Salmonella resistentes as tetraciclinas.
Logo apds, em 1962, cepas de Salmonella typhimurium mostraram-se resistentes

a ampicilina, estreptomicina e sulfonamidas (HOLT et al., 1994; GAST, 1997).

Salmoneloses aviarias

As salmoneloses aviarias sao enfermidades provocadas por bactérias do
género Salmonella, pertencentes da familia Enterobacteriaceae. Essas bactérias
infectam as aves e podem causar trés enfermidades distintas: a pulorose, cujo
agente é Salmonella Pullorum; o tifo aviario, causado pela Salmonella Gallinarum;
e o0 paratifo aviario, causado por salmonelas nao espécie especificas.
(BERCHIERI JR. 2000).

S&o conhecidos mais de 2500 sorotipos de Salmonella, contudo cerca de
80 a 90 sdo os mais comuns em casos de infecgcbes em seres humanos e em
animais. Dentre as salmonelas paratificas, as mais comuns sdo: Salmonella

Typhimurium, Salmonella Enteritidis, Salmonella Hadar, Salmonella Heidelberg,
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Salmonella Montevideo, Salmonella Senftenberg e Salmonella SaintPaul
(BERCHIERI JR., 2000).

Em relacdo a saude animal, para que haja o aparecimento da salmonelose
aviaria é necessaria integracdo de alguns fatores, que envolvem tanto o lado do
hospedeiro quanto do agente infectante. As salmonelas paratificas podem causar
doenca em aves, nos primeiros dias de vida e o0 quadro € passivel de confusao
com a pulorose.

O mecanismo de patogenicidade de Salmonella tem sido associado ao
lipopolissacarideo de membrana (LPS). O LPS € o responséavel pela interacédo
com os macréfagos, sensibilidade ao complemento, pelo decréscimo da
susceptibilidade aos peptideos catidnicos e apresenta acdo endotoxica, ou seja,
provoca reacgdes toxicas no hospedeiro (COOPER, 1994).

A presenca do plasmideo contribui para aumentar o periodo de
sobrevivéncia da bactéria no Sistema Reticulo Endotelial do hospedeiro. Tem
ainda sido atribuido aos membros do género Salmonella dois outros fatores de
viruléncia, que seriam uma toxina termolabil similar a toxina do Vibrio cholerae e
uma citotoxina localizada na membrana celular da bactéria (COOPER, 1994).

Os sinais da doenca nas aves sdo mortalidade no periodo final da
incubagéo, onfalite, desuniformidade do lote e diarréia. Em aves adultas,
raramente se observam os sinais clinicos, mas pode haver queda na producéo
devido a alteracdes de ovario e de oviduto, que se apresentam atrofiados ou com
foliculos irregulares, hemorragicos e necroticos (BLAXLAND et al., 1982; GAST,
1994; BERCHIERI JR., 2000).

A severidade da enfermidade depende da viruléncia da cepa, estado geral
da ave, condicbes de estresse e utilizagdo de medicamentos. Usualmente, as
aves jovens sdo mais susceptiveis as enfermidades paratificas, onde a
mortalidade e morbidade ocorrem durante as duas primeiras semanas de vida,
portanto podendo ocasionar retardo no crescimento (MEAD & IMPEY, 1987;
HINTON JR. et al., 1990; GAST, 1997).
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A transmissdo vertical ocorre quando o ovo de uma galinha infectada,
contamina-se ao longo do aparelho reprodutor ou da cloaca, neste ultimo caso por
contato com as fezes.

Ovos infectados incubados sédo responsaveis por decréscimo na curva de
nascimento de pintos, provocam o paratifo aviario entre as aves recém eclodidas
disseminado, a partir dai, a bactéria entre as aves da granja (GAST, 1997;
BERCHIERI JR., 2000).

Saude Publica

O paratifo aviario € causado por salmonelas paratificas, que podem infectar
varios tipos de hospedeiros. Pesquisas em paises industrializados (Inglaterra,
Estados Unidos da América e Canada) tém mostrado uma maior ocorréncia de
Salmonella Enteritidis nos ultimos anos (GAST & BEARD, 1990; BARROW, 1993).
Estas pesquisas corroboram as de TAUNAY et al. (1996), que observaram que a
partir da década de noventa, no Brasil, a Salmonella Enteritidis passou a ser o
sorotipo mais identificado nos casos de toxinfecgdo alimentar em seres humanos,
sendo que antes a Salmonella Typhimurium era a que mais prevalecia nos
estudos relacionados aos produtos de origem animal destinados ao consumo
humano.

Estudos realizados na Escocia e nos Estados Unidos da América, em
meados da década de 70 e 80, mostraram, respectivamente, que 84 e 51% dos
casos de toxinfeccdo alimentar em humanos era devido a bactérias do género
Salmonella (GAST 1997).

Em relacdo a saude publica, ha registros de aquisicdo de Salmonella via
alimentar em seres humanos desde o século XIX, quando a contaminagao ocorreu
pela ingestdo de carne bovina contaminada (BARROW, 1993).

Segundo GAST (1994), a salmonela como um problema de saude publica,
estd muito associado a ingestdo de carnes de aves contaminadas ou
indevidamente preparadas e ao consumo de ovos crus, também contaminados.

Entre 1985 a 1991, nos Estados Unidos da América, 82% dos sorotipos de
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Salmonella Enteritidis isolados de alimentos estavam relacionados a ovos para
consumo (GAST, 1997).

Segundo ROBERTS & SOCKETT (1994), o impacto econdmico causado
pela Salmonella Enteritidis ndo atinge somente a industria avicola, mas também a
economia dos paises. Em 1993, nos Estados Unidos, estima-se que foram gastos
cerca de 3,5 milhdes de ddlares decorrentes de gastos médicos. Esses fatores
tornam necessarias e urgentes a realizagdo de investimentos em biosseguranca e

programas de controle da doenca (GAST, 1997).

Exclusdo competitiva

Como ja mencionado, atualmente, a industria avicola é provida de um
sistema de higiene e desinfeccdo bastante eficiente, principalmente nos
incubatorios, o que torna o ambiente onde nascem as aves praticamente estéril.
Desse modo, a colonizacdo do trato digestério das aves demora mais tempo,
deixando-as expostas a microrganismos indesejaveis nos primeiros dias de vida
(FOWLER & MEAD, 1989).

Em condi¢cdes naturais, aves jovens obtém sua microbiota intestinal por
contato direto com a mae e com o meio ambiente. Segundo SAVAGE (1987) e
MILES (1993), os microrganismos que primeiro se estabelecem, na maioria dos
casos, sdo aqueles que colonizam e persistem durante toda a vida do animal.
Assim, a colonizacdo ocorre nas primeiras horas ap6s 0 nascimento,
desenvolvendo-se rapidamente e formando uma barreira de defesa, prevenindo o
estabelecimento e multiplicacdo das bactérias patogénicas, como as do género
Salmonella (FOWLER & MEAD, 1989; OLIVEIRA et al., 2000).

MILES (1993) relata que a populacdo microbiana normal do trato intestinal
age no hospedeiro como uma barreira de defesa, através da criagdo de um meio
ambiente nocivo aos microrganismos patogénicos. Essa populagdo microbiana

normal, formada por microrganismos protetores, € adquirida durante as seis

primeiras semanas de vida por aves de exploracdo comercial.
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A pratica moderna de criacdo industrial favorece a transmisséo vertical e
horizontal de patdgenos como Salmonella, em plantéis avicolas (COX et al.,1990).
Métodos alternativos como o da exclusdo competitiva vem sendo investigado
visando prevenir as infec¢gdes por Salmonelas paratificas (NURMI et al.,1992).

A exclusdo competitiva (EC) ou conceito de Nurmi consiste na
administragcdo de microbiota intestinal de aves adultas em aves recém eclodidas
no intuito de acelerar a colonizacdo intestinal por microrganismos benéficos,
excluindo aqueles indesejaveis (NURMI & RANTALA, 1973). O mecanismo de
exclusdo competitiva ainda ndo esta elucidado, mas sabe-se que a protecdo das
aves por meio de EC é efetiva contra uma série de sorotipos de Salmonella,
incluindo aqueles que podem causar mortalidade em aves muito jovens e também
toxinfeccéo alimentar em seres humanos (LLOYD et al., 1997).

CORRIER et al. (1994) e RAMBOUSEK et al. (1995) relataram a eficiéncia
da EC para impedir a colonizag&o intestinal de pintos por Salmonelas paratificas,
entre as quais a Salmonella Enteritidis.

Na Suécia, em 1981, o uso do método de exclusdo competitiva em aves foi
adotado como parte do programa nacional de controle de Salmonella. WIERUP et
al. (1992), observaram em véarios anos de estudos, feitos a campo, que menos de
1% dos frangos, depois do abate, apresentaram Salmonella, apés a adocéo da
EC.

Hematologia aviaria

Paralelamente ao crescimento da atividade avicola, ocorreu grande
desenvolvimento dos métodos de diagnosticos e de profilaxia das doencas
aviarias. Entretanto, aspectos basicos relacionados a fisiologia e avaliacdes clinico
laboratoriais foram pouco estudados. Em diversas enfermidades avicolas,
observam- se altera¢cdes nos parametros hematolégicos (KOHAYAGANA et. al.,
2001). Dessa forma, o emprego da hematologia e da quimica sanguinea é

representativo para estabelecer um diagndstico definitivo, permitindo orientar e
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aprofundar a natureza de diversas situagfes fisiopatolégicas que afetam as aves
(CHARLES NORIEGA, 2000).

O sistema imunoldgico das aves opera de acordo com 0S mesmos
principios do sistema imunolégico dos mamiferos (SHARMA, 1984). Os
mondcitos, macréfagos, heterdéfilos e linfécitos constituem os componentes
celulares das respostas imunoldgicas nas aves (ELSBACH, 1980; POWELL, 1987;
MORGULIS, 2002).

Nas aves, 0s trombdcitos sdo células bastante importantes na resisténcia
imunoldgica inespecifica, ja que estdo circulando em grande nimero no sangue
(GRECCHI et al., 1980; MORGULIS, 2002). Eles possuem fungdo semelhante a
das plaquetas nos mamiferos no processo da coagulacdo sanguinea, mas sua
principal caracteristica é que sédo células altamente fagociticas (CAMPBELL &
DEIN, 1984; CHARLES NORIEGA, 2000), apresentam capacidade de aderir e de
fagocitar inUmeras particulas estranhas (GRECCHI et al., 1980). A capacidade
fagocitaria dos trombocitos depende da idade das aves, é de 2 a 3 vezes mais
rapida que no caso dos heterofilos e dos mondcitos, podendo fagocitar 1,7 vezes
mais bactérias que estas células (CHARLES NORIEGA, 2000).

O hemograma consta de uma série de provas que possibilitam detectar
anormalidades que se apresentam em certos fendbmenos fisiopatologicos
importantes nos animais e nos homens e que se refletem no sangue (CHARLES
NORIEGA, 2000).

O hematécrito permite avaliar a parte globular em uma amostra de sangue.
Baixo indice de hematdcrito pode ser observado em doencas agudas ou cronicas,
septicemias e doencas hemorragicas (CAMPBELL & DEIN, 1984). Os valores
normais do hematocrito nas aves variam de acordo com a idade (CHARLES
NORIEGA, 2000).

As proteinas plasmaticas do sangue séao formadas por albumina, globulinas
alfa, beta, gama e fibrinogénio e a maioria destas sao sintetizadas no figado.
Estas equivalem a 20% do sangue, s&o nutrientes essenciais para a vida, entre
suas funcbes estdo a de manter a pressdo osmotica, serem reguladoras do

mecanismo acido-base do sangue, serem transportadoras de hormonios e
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formarem parte importante das enzimas e imunoglobulinas. A quantificacdo é
utilizada para detectar processos inflamatérios graves (CHARLES NORIEGA,
2000).

Os caminhos iniciais da coagulacdo sanguinea nas aves e mamiferos
diferem-se consideravelmente (STURKIE, 1976; HODGES, 1977). Sendo a
coagulacédo sanguinea (CHARLES NORIEGA, 2000) e a maturagédo das hemacias
€ muito mais rapida nas aves (STURKIE, 1976).

A hemoglobina, intervém no transporte de CO, desde os tecidos até os
alvéolos pulmonares, mantendo desta maneira o pH do sangue e a entrada de
oxigénio nas células. A concentracdo da hemoglobina € importante para
determinar a capacidade de oxigenacao tissular que prevalece nos seres Vivos
(CHARLES NORIEGA, 2000) e também para classificar um processo anémico
(STURKIE , 1976).

Os indices de Wintrobe (WINTROBE, 1933): hemoglobina corpuscular
média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e volume
corpuscular médio (VCM) detectam a presenca de anemia e avaliam a capacidade
gue a medula 6ssea tem de produzir hemacias de tamanho e capacidade
metabdlica normais, assim como o contetdo de hemoglobina.

O tempo de vida das hemacias varia entre as espécies de aves domesticas.
Nas galinhas, ele € em torno de 28 a 35 dias (STURKIE, 1976) e nos mamiferos é
de 120. A curta vida das hemacias nas aves atribuiu-se a seu elevado
metabolismo e a temperatura corporal de 41° C. Nas aves, as hemacias sao ovais
e nucleadas, medem 7,7 micra de largura e 8,1 a 10 micra de comprimento. A
contagem total de hemacias permite realizar uma andlise mais pormenorizada
com presenca ou auséncia de anemia ou hemoconcentracdo (CHARLES
NORIEGA, 2000). A anemia nas aves pode ser causada por hemorragia,
destruicdo das hemacias ou diminuicdo na sua producédo. Certas infeccdes
bacterianas como as salmoneloses, podem causar anemia provocada pela
destruicdo de hemacias (CAMPBELL & DEIN, 1984).

O numero de hemacias varia entre as diferentes espécies aviarias, idade,
sexo, influéncias hormonais e meio ambiente (HODGES, 1977). CHARLES
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NORIEGA (2000) relata que a contagem total de leucécitos é necesséaria para
poder interpretar com maior certeza a natureza de uma infeccdo viral ou
bacteriana quando se associa com a interpretacdo da contagem diferencial de
leucécitos ou também avalia o estado geral de um animal.

A contagem diferencial de leucécitos é de extrema importancia para o
diagnostico de doenca no homem e também para doencas aviarias (ANDERSON
& STEPHENS, 1970), pois estabelece a percentagem e a quantidade de cada tipo
de leucdcito que se encontra em uma determinada circunstancia ou enfermidade
na ave. Em conjunto com a contagem total de leucdcitos € possivel determinar o
diagnoéstico de um modo mais preciso.

Na maioria das espécies aviarias, a porcentagem de linfécitos é maior que
qgualquer outro elemento celular, compreendendo entre 40 a 70% da contagem
total, sendo os heterdfilos o segundo grupo. O contrario observa-se em avestruz e
fais@o, nos quais os mais abundantes sdo os heteroéfilos (CHARLES NORIEGA,
2000).

As leucocitoses geralmente devem-se as heterofilias e suas causas mais
comuns séo infeccOes generalizadas que podem ser devido a septicemias
causadas por salmonelas (MORGULIS, 2002).

Manutencé&o, desenvolvimento e renovagédo da mucosa intestinal

A mucosa intestinal representa uma extensa area de exposi¢cdo animal a
agentes exogenos (patogénicos ou nao) e responde pelos processos de digestao,
absorcdo e protecdo, o que torna a manutencdo de sua integridade morfo-
funcional um fator importante para o controle da saude animal e da manutencao
de um alto nivel de crescimento.

A manutencdo da integridade morfo-funcional da mucosa intestinal esta
diretamente relacionado com o processo continuo e dindmico de renovacdo do
epitélio intestinal. Esse processo envolve dois eventos citolégicos: proliferacéo e
diferenciacdo celular, resultantes das divisbes mitéticas sofridas por células

indiferenciadas localizadas na cripta e ao logo dos vilos (UNI et al, 1998), e perda
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de células (extrusdo), que ocorre normalmente no apice dos vilos. As células
resultantes das mitoses sao impelidas para o vilo, diferenciam-se em um dos trés
tipos celulares (enterdcitos, células neuro-endocrinas e células caliciformes) que
formam o epitélio interno do intestino, e quando chegam ao topo do vilo (zona de
extrusao) descamam para a luz do intestino. Neste caso, segundo CUNNINGHAN
(1992), a populacéo celular do epitélio € mantida em equilibrio dinamico, no qual
as ceélulas geradas nas criptas sdo equivalentes ao numero de células perdidas na
zona de descamacao.

A mucosa intestinal, entretanto, possui grande plasticidade de resposta
adaptativa a presenca quantitativa e qualitativa de alimento e de microbiota no
trato gastrintestinal, o que pode determinar uma taxa de proliferacdo e
diferenciacdo celular diferente da taxa de extrusdo, promovendo alteracbes no
tamanho dos vilos. Assim, se ocorrer um aumento na taxa de mitose
concomitantemente com auséncia, diminuicdo ou manutencdo da taxa de
extrusdo, devera ocorrer um aumento no tamanho dos vilos e até dobramento da
parede dos mesmos. Se o estimulo levar a uma aumento na taxa de extrusao,
havendo manutencdo ou diminuicdo da taxa de proliferacdo, a mucosa intestinal
devera responder com uma reducao na altura dos vilos e, conseqiientemente, com
uma diminuicdo em sua capacidade de digestéo e absorcao.

O maior ou menor desenvolvimento da mucosa intestinal € avaliado por
meio de dados morfométricos do tamanho dos vilos, da profundidade das criptas,
do namero de vilos, altura do epitélio, altura e nUmero de microvilos enterociticos e
integridade da mucosa (perda de epitélio).

No caso de injarias & mucosa intestinal, o processo de reconstituicao inicia-
se rapidamente apoés a leséo (5 a 30 minutos), sendo dependente da secrec¢do de
uma espessa camada de muco sobre a area injuriada (MAIORKA et al. 2002).
Apoés a perda de grandes areas na mucosa intestinal, responsavel pela absorcao
de nutrientes, sdo estimulados mecanismos moleculares de adaptacédo e reparo
da mucosa. O epitélio remanescente torna-se hiperplasico com maior altura de vilo
e profundidade de cripta (PORUS, 1965; DOWLING, 1992).
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OBJETIVOS

Gerais

Avaliar o efeito do tratamento pelo método de Exclusdo Competitiva (EC)

antes ou apods a infeccdo experimental por Salmonella Enteritidis sobre os

parametros hematologicos e morfométricos da mucosa do intestino delgado de

pintos de corte, machos e fémeas, durante a primeira semana de vida.

Especificos

Avaliar o efeito do tratamento pelo método de Exclusdo Competitiva (EC)

antes ou apds a infeccdo experimental por Salmonella Enteritidis sobre os

seguintes parametros:

pesos corporal, do figado e da bursa de Fabricio;

perfil hematolégico [eritrograma: RBC (Red Blood Cells - Numero de
eritrocitos), HGB (Hemoglobina), HCT (Hematdcrito), VCM (Volume
corpuscular médio), HCM (Hemoglobina corpuscular média), CHCM
(Concentracédo de hemoglobina corpuscular média); leucograma: contagem
total de leucocitos e contagem diferencial de leucdcitos; e glicose
plasmatica]

morfometria intestinal: altura de vilo e profundidade de cripta, densidade e
integridade dos vilos, e presenca de células apoptoticas.
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CAPITULO 2 - AVALIACAO HEMATOLOGICA DE PINTOS DE CORTE DE
AMBOS OS SEXOS SUBMETIDOS AO TRATAMENTO POR EXCLUSAO
COMPETITIVA ANTES OU APOS INFECCAO EXPERIMENTAL POR
SALMONELLA ENTERITIDIS

Avaliacdo hematoldgica de pintos de corte de ambos os sexos submetidos
ao tratamento por exclusdo competitiva antes ou apés infeccao experimental

por Salmonella Enteritidis

RESUMO - O presente experimento foi realizado com o objetivo de avaliar
os pesos corporal (PC), do figado (PF) e da bursa de Fabricio (PB), e o perfil
hematoldgico (eritrograma, leucograma e glicemia) de pintos de corte submetidos
ao tratamento por exclusdo competitiva (EC) antes e apos infeccdo experimental
por Salmonella Enteritidis (SE). Foram utilizados 128 pintos, distribuidos num
delineamento ao acaso com esquema fatorial 2 x 4, onde 2 € 0 nimero de sexos e
4 o numero de tratamentos (NI: ndo infectados com SE - Controle; I. infectados
com SE; IEC: infectados com SE e tratados com EC 24 h apos infeccdo; ECI:
tratados com EC e infectados com SE 24 h apoés tratamento). Os animais foram
sacrificados com 1, 3, 5 e 7 dias poés-infeccdo (dpi) para obtencéo do conteudo
cecal (microbiologico), figado e bursa de Fabricio. O sangue foi obtido
anteriormente ao sacrificio, por meio de puncdo intracardiaca. Os dados
demonstram que o uso de EC ap0és infeccdo ndo evita a colonizagao cecal por SE,
mas que a mesma é evitada quando a EC é realizada antes da infecgdo. A partir
do 7° dpi as aves infectadas (I e IEC) apresentaram os menores valores de PC e
PB, entretanto n&o se evidenciou alteracdes significativas na glicemia e no PF. As
alteracbes do eritrograma ficaram restritas aos trés primeiros dias pés-infecgéo,
indicando que o quadro em questdo € uma reacao temporaria. Os resultados do
leucograma mostraram a existéncia de resposta sexo-especifica frente a infeccéo
por SE.

Palavras-Chave:Salmonella Enteritidis, Exclusdo Competitiva, Hematologia, Aves.
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CHAPTER 2 — HEMATOLOGY EVALUATION OF YOUNG CHICKENS FROM
BOTH SEXES SUBMITTED TO COMPETITIVE EXCLUSION TREATMENT
BEFORE AND AFTER EXPERIMENTAL INFECTION WITH SALMONELLA
ENTERITIDIS

Hematology evaluation of young chickens from both sexes submitted to the
treatment for competitive exclusion before and after experimental infection

for Salmonella Enteritidis

SUMMARY - The present experiment was carried out with the objective to evaluate
corporal weight (WC), liver weight (WF) and bursa of Fabricio weight (WB), and the
hematology profile (erytrogram, leucogram and glycemia) of young chickens
submitted to competitive exclusion treatment (CE) before and after experimental
infection with Salmonella Enteritidis (SE). 128 young chickens, distributed in
completely randomized design in 4 x 2 factorial arrangement, where 2 are the
number of sex and 4 the number of treatments (NI: not infection with SE - Control;
I: infection with SE; ICE: infection with SE and treated with CE 24 h after infection;
CEl: treated with CE and infection with SE 24 h after treatment).The animals had
been sacrificed with 1, 3, 5 and 7 days post infection (dpi) for attainment of the
cecal content (microbiological), liver and bursa of Fabricio. The blood was gotten
previously to the sacrifice, by means of intracardiac puncture. The data
demonstrate that the CE use after infection does not prevent the cecal settling for
SE, but that the same one is prevented when the CE is carried out before the
infection. From 7° dpi the infections birds (treatment | and IEC) had presented the
lesser values of WC and WB, however did not prove significant alterations in the
glycemia and the WF. The alterations of the erytrogram had been restricted to the
three first days after-infection, indicating that the picture in question is a temporary
reaction. The results of the leucogram had after shown to the existence of sex-

specific reply front to the infection for SE.

Key-words: Salmonella Enteritidis, Competitive Exclusion, Hematology, Chickens
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INTRODUCAO

Com o desenvolvimento da industria avicola, cresceram também as
doencas que acometem as aves, como a salmonelose. As salmonelas paratifoides
podem n&o causar doenga clinica em aves, mas deixam-nas como portadoras,
eliminando as bactérias nas fezes por longos periodos, e contaminando assim 0s
aviarios e abatedouros.

A suscetibilidade das aves a colonizagdo intestinal por Salmonella spp. é
maior durante os primeiros dias de vida, sendo posteriormente reduzida, na
medida em que ha o desenvolvimento da microbiota intestinal normal. Esta
protecdo exercida pela microbiota é denominada exclusdo competitiva (EC).
Define-se EC como o conjunto de fatores exercido e/ou estimulado por bactéria
intestinal benéfica, que iniba, de alguma forma, a instalacdo e/ou multiplicacéo de
bactéria patogénica. Os fatores de inibicio da EC podem ser por meio da
competicdo por nutrientes e sitios de ligacdo, estimulacdo do sistema imune
celular e humoral, e producéo de bacteriocinas, dentre outros (ANDREATTI FILHO
et al., 2000).

Paralelamente ao crescimento da atividade avicola, ocorreu grande
desenvolvimento dos métodos de diagndsticos e de profilaxia das doencas
aviarias. Entretanto, aspectos basicos relacionados a fisiologia e avalia¢des clinico
laboratoriais foram pouco estudados. Em diversas enfermidades avicolas,
observam- se alteragbes nos parametros hematolégicos (KOHAYAGANA et. al.,
2001). Dessa forma, o emprego da hematologia e da quimica sanguinea é
representativo para estabelecer um diagnostico definitivo, permitindo orientar e
aprofundar a natureza de diversas situacdes fisiopatologicas que afetam as aves
(CHARLES NORIEGA, 2000).

A hematologia aviaria ainda ndo esta bem desenvolvida como a
hematologia do homem e demais mamiferos (ANDERSON & STEPHENS, 1970;
CAMPBELL & DEIN, 1984). CHARLES NORIEGA (2000) ressalta que as provas
hematoldgicas isoladas nem sempre déo informacgdes suficientes para determinar

a natureza e severidade de um quadro clinico, por isso é importante completar o
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diagndstico paralelamente com exames bacterioldégico, micolégico, viroldgico,
parasitologico ou anatomopatoldgico.

O objetivo do presente estudo foi analisar o efeito do tratamento com EC
antes ou apos a infeccdo experimental por Salmonella Enterititis sobre os

parametros hematoldgicos de pintos de corte durante a primeira semana de vida.
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MATERIAL E METODOS

Aves e Tratamentos

O presente experimento foi realizado entre os meses de junho e julho de
2006 nos Laboratérios de Ornitopatologia do Departamento de Patologia
Veterinaria e Histologia/Embriologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal da FCAV — UNESP - Jaboticabal.

Foram utilizados 128 pintos recém-eclodidos (64 machos e 64 fémeas) de
linhagem de corte (Cobb® 500), provenientes de matrizes com 32 semanas de
idade. Inicialmente foram realizados suabes do mecbnio das caixas, para
confirmar auséncia de Salmonella Enteritidis. O sexo das aves foi confirmado pela
analise das gbnadas, as quais estdo presentes em numero par nos machos e
impar nas fémeas. As aves foram divididas em 2 grupos, machos e fémeas, e
para cada sexo separadas em 4 outros tratamentos com 4 repeticdes de 16 aves:

¢ NI: ndo infectados com Salmonella Enteritidis (Controle);

e | infectados com Salmonella Enteritidis;

e |EC: infectados com Salmonella Enteritidis e tratados com excluséo
competitiva (EC) 24 h ap0s infeccao;

e ECI: tratados com EC e infectados com Salmonella Enteritidis 24 h apds
tratamento

Todas as aves foram acondicionadas em caixas de madeira teladas,
previamente desinfetadas, em sala climatizada a 33°C. Elas foram alimentadas
com agua e racao (22% PB, 2.900 Kcal EM/Kg, isenta de antimicrobianos e
anticoccidianos) “ad libitum”. A cama composta de maravalha foi autoclavada
antes do uso.

Os pintos foram analisados quanto a parametros sangiineos com 1, 3,5 e
7 dias pos-infeccdo, sendo utilizados 4 pintos por grupo, um de cada repeticéo,
considerando-se cada ave uma parcela.

Os animais foram pesados e foi coletado o sangue para a hematologia. Em

seguida as aves foram sacrificadas por meio de deslocamento cervical, e durante
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a necropsia foi coletado e pesado o figado e a bursa de Fabricius, foram efetuadas

também as coletas de conteudo cecal, para analise microbiologica.

Bactéria, Inoculacdo e Contagem de Colbnias

Foi utilizado um mutante espontaneo de Salmonella Enteritidis, resistente
ao acido nalidixico e a espectinomicina (SE NalSpec), mantido pelo Laboratério de
Ornitopatologia da FCAV-Unesp de Jaboticabal.

A cultura e o in6culo foram preparados seguindo a metodologia adotada por
OLIVEIRA et al. (2000), como segue: a cultura foi preparada em caldo nutriente
(OXOID CM 67) e incubada sob agitacdo (100 movimentos/minuto) a 37°C durante
24 horas. O in6culo foi preparado a partir desta cultura (1,2 x 10° células viaveis
por mL de cultivo), diluindo-se 1mL de cultura (1:1000) em caldo nutriente. Foi
realizada administracdo esoféagica de 100 uL de SE NalSpec por ave, utilizando-se
uma canula. Para contagem de Salmonella seguiu 0 modelo empregado por
BARROW et al. (1987), como descrito a seguir: colheu-se o conteudo cecal, que
foi diluido a 1:10 em solucéo salina tamponada (PBS pH 7,4). Em seguida, 0,1mL
desta suspenséo foi submetida a 5 diluicbes decimais seriadas (até 1:10°. Foi
plagueado 0,1ml de cada uma das diluicbes em agar verde brilhante contendo
acido nalidixico (100ug/mL) e espectinomicina (100ug/mL). A contagem das
colénias foi realizada ap6s 24 horas de incubagcdo a 37°C e os dados foram
expressos como numero de unidades formadoras de colénia (UFC) por grama de
contetdo cecal. Estes valores foram transformados em logi, para analise e
interpretacdo dos resultados. Contagens (log10) inferiores a 2 UFC de SE foram

indicativas de auséncia da bactéria.

Exclusdo Competitiva (EC)

Foi efetuada seguindo a metodologia adotada por OLIVEIRA et al. (2000).
Uma suspenséao de cultura fecal foi obtida misturando-se fezes frescas de aves
adultas saudaveis com caldo nutriente (1:10 Peso/Volume). A mistura foi mantida

em estufa a 37°C por 24 horas, para crescimento da microbiota intestinal. Em
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seguida, 0,1 mL da parte liquida foi inoculada endoesofagicamente, de forma

similar a descrita no item anterior.

Parametros Hematolégicos

Coleta de Sangue
O sangue foi coletado por punc¢dao intracardiaca, com auxilio de uma seringa

contendo anticoagulante (EDTA acrescido de Fluoreto de Potassio).

Eritrograma e Leucograma

A determinagdo do hematdcrito foi realizada através do método do
microhematdcrito, utilizando-se tubo capilar centrifugado a 1.200g por 5 minutos,
sendo o resultado expresso em porcentagem. A concentragdo de hemoglobina
(g/dL) foi medida através da técnica de cianometahemoglobina. Para a contagem
de eritrécitos e leucdcitos, utilizou-se uma amostra de sangue e a solucdo de
NATT & HERRICK (1952), em uma diluicdo de 1:100, realizando-se a contagem
(n/uL de sangue) em camara de Neubauer. A partir dos dados obtidos no
hemograma, foram calculados os seguintes indices hematimétricos de Wintrobe:
hemoglobina corpuscular média (HCM), expressa em picogramas (pg);
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), expressa em g /dL;
volume corpuscular médio (VCM), expresso em fentolitros (fL).

Para a contagem diferencial leucocitaria, preparou-se esfregago sanguineo
corados com Panético Répido LaborClin®. A contagem leucocitaria foi
classificatéria para linfocitos, heterofilos, eosinofilos, mondcitos e basdfilos,

calculando-se a proporcéo de cada tipo em 100 células contadas.

Concentracao de Glicose
O sangue foi centrifugado e o plasma sanguineo utilizado para a dosagem
de concentragdo de glicose plasmatica, para a qual foi utilizado o Kit Glicose PAP,

500mL (Labtest). Foram realizadas 2 leituras por ave.
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Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) disposto
em um arranjo fatorial 2 x 4, onde 2 é o numero de sexos (machos e fémeas) e 4 0
namero de tratamentos (NI: N&o infectado, I: Infectado por SE, IEC: Infectado por

SE e tratado com EC e ECI: tratado com EC e infectado por SE).

Analise estatistica

Os dados referentes a microbiologia, peso corporal, peso do figado e peso
da bursa de Fabricius e parametros hematol6gicos foram submetidos, a cada dia
pés-infeccdo, a analise de variancia (ANOVA), sendo cada ave considerada como
uma parcela. A comparacao de meédias foi realizada pelo teste de Tukey com nivel

de significancia de 5%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Numero (Log 10) de UFC de Salmonella Enteritidis (SE) por grama de
conteudo cecal (UFC de SE)

Na tabela 1 estdo os dados referentes ao niumero (Log 1) de UFC de
Salmonella Enteritidis por grama de conteudo cecal (UFC de SE).

N&o houve efeito do sexo em nenhuma das idades analisadas. Todavia, 0os
efeitos dos tratamentos foram significativos (p<0,05) no 1°, 3°, 5° e 7° dias pos-
infeccdo. Nestas idades, as aves dos tratamentos NI e ECI apresentaram
contagens de UFC de SE similares entre si e significativamente inferiores (p<0,05)
aos dos tratamentos | e IEC, os quais ndo diferiram entre si quanto as contagens.
Estes dados mostraram que o tratamento com EC apos a infeccdo (IEC) néo
eliminou a bactéria do intestino dos pintos, em nenhum dos sexos, mas que a
utilizacdo da EC antes da infeccdo foi eficiente na eliminagdo da infecgéao,
concordando com os achados de STERZO et al (2005), os quais também
registraram efeito inibitorio da EC sobre a infecgéo por SE.

Os dados do presente estudo reforcam os dados de LEV & BRIGGS (1956),
MEAD & ADAMS (1975) e CORRIER et al. (1994), os quais comprovaram a
importancia do tratamento precoce da ave, ja que o trato digestorio das mesmas é
praticamente estérii no momento da eclosdo, e a microbiota intestinal é
naturalmente estabelecida 48 horas apds o inicio da alimentacdo. Nossos dados,
entretanto, diferem dos obtidos por ZIPRIN et al. (1993) para aves que foram
desafiadas oralmente com Salmonella Typhimurium (mesmo sorogrupo da
Salmonella Enteritidis) no 1° dia de vida e tratadas com EC ap06s 72 horas, pois as

mesmas apresentaram capacidade protetora contra este sorotipo.
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Tabela 1. Efeitos dos sexos e tratamentos sobre o nimero (Log 10) de UFC de
Salmonella Enteritidis (SE) por grama de conteudo cecal, em pintos de
corte, nos primeiros dias pés-infec¢do (1, 3, 5 e 7 dias). Jaboticabal,

2006.
Dias p0Os-infeccao
1° 3° 50 7°
Sexo (S)
M 4,39 a 3,70 a 3,71 a 4,01 a
F 4,36 a 3,51a 3,69 a 3,92 a
Tratamentos (T)
NI <2,00b <2,00b <2,00Db <2,00b
I 6,45 a 6,34 a 5,73 a 6,11a
IEC 7,05 a 5,08 a 5,08 a 5,74 a
ECI <2,00b <2,00b <2,00b <2,00b
Probabilidades
S 0,8870 ™ 0,6110 ™ 0,9450 "™ 0,5210 "™
T 0,0000 * 0,0000 * 0,0000 * 0,0000 *
SxT 0,2290 " 0,3050 " 0,1450 " 0,0000 *
C.V. (%)* 23,43 17,23 11,90 13,54

! = Coeficiente de variacdo; ™ = n&o significativo; * = Significativo; a — b: Médias seguidas de letras
distintas (colunas) diferem significativamente pelo teste de Tukey (p = 0,05). M: macho, F: fémea,
NI: ndo infectado com SE, I: infectado com SE, IEC: infeccdo com SE e tratado com EC, ECI:

tratado com EC e infectado com SE.
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Foi registrada interacdo significativa (p<0,05) entre sexo e tratamento no 7°
dia pos-infeccao (Tabelas 1 e 2), mostrando que apesar do tratamento com EC
apos a infeccédo (IEC) néo ter eliminado a bactéria do intestino dos pintos, em
nenhum dos sexos, ele promoveu um aumento do numero de colénias nos
machos e uma reducdo da mesma nas fémeas em relagéo aos pintos infectados.
Além disso, no tratamento I, 0s pintos machos apresentaram valores de UFC de
SE significativamente (p<0,05) inferiores aos das fémeas, enquanto que no
tratamento IEC os machos apresentam os maiores (p<0,05) valores de UFC de
SE. Estes dados mostraram que machos e fémeas podem responder de forma
distinta ao tratamento com EC apds infeccdo e que este tratamento reduz a
infecg@o nas fémeas.

Os pintos, de ambos o0s sexos, ndo apresentaram mortalidade até o 7° dia
em nenhum dos tratamentos, indicando que os tratamentos nao afetaram a

capacidade criatoria das aves.

Tabela 2. Interacdo entre os sexos e tratamentos sobre o numero (Log 10) de UFC
de Salmonella Enteritidis (SE) por grama de conteddo cecal, em pintos
de corte. Jaboticabal, 2006.

Tratamentos
Sexo
NI [ IEC ECI
M < 2,00 Ca 5,52 Bb 6,52 Aa < 2,00 Ca
F < 2,00 Ca 6,70 Aa 4,90 Bb < 2,00 Ca

A-B, a — b: Médias seguidas de letras distintas (linhas e colunas, respectivamente) diferem
significativamente pelo teste de Tukey ( p = 0,05); M: macho, F: fémea NI: ndo infectado com SE, I:
infectado com SE, IEC: infec¢@o com SE e tratado com EC, ECI: tratado com EC e infectado com
SE.
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Peso Corporal

Os dados (Tabela 3) mostraram que houve influéncia significativa (p<0,05)
do sexo sobre o peso corporal (PC) dos pintos apenas no 3° dia pos-infecgéo,
sendo o PC maior nas fémeas do que nos machos Também houve efeito
significativo (p<0,05) dos tratamentos sobre o PC, mas no 5° e 7° dias poOs-
infecgd@o, nos quais os pintos dos tratamentos I, IEC e ECI n&o diferiram entre si
guanto aos seus PC, mas apresentaram PC menores (p<0,05) do que os
registrados para os pintos NI. N&o foi registrada interag&o significativa entre sexos
e tratamentos em nenhum dos dias analisados.

A reducéo do PC das aves dos tratamentos | e IEC em relacdo as aves do
tratamento NI, a partir do 5° até o 7° dia pds-infeccdo, corrobora com os dados de
MEAD & IMPEY (1987), HINTON JR. et al, (1990) e GAST (1997), os quais
afirmaram que a enfermidade paratifica pode ocasionar retardo no crescimento.
Chama a atencao o fato dos pintos do tratamento ECI também ter apresentado, a
partir do 5° até o 7° dia pos-infeccdo, PC menor que os pintos do tratamento NI.
Considerando que os pintos desse tratamento (ECI) ndo apresentaram contagem
significativa de SE, o menor PC dos mesmos em relagcéo aos pintos controles (NI)
pode ter sido provocado pela EC, provavelmente uma consequéncia da exposicao

das aves a uma microbiota, até entdo, inexistente no trato gastrintestinal.
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Tabela 3. Efeitos dos sexos e tratamentos sobre o peso corporal (g) e do figado
(g) de pintos de corte, nos primeiros dias pés-infeccédo (1, 3, 5 e 7
dias). Jaboticabal, 2006.

Dias pés-infeccao
10 30 50 70
Peso Corporal

Sexo (S)
M 50,36 a 61,70 b 79,60 a 98,40 a
F 50,06 a 69,10 a 82,70 a 95,30 a
Tratamentos (T)

NI 49,80 a 67,90 a 92,70 a 114,00 a

| 48,20 a 64,70 a 76,40 b 86,10 b

IEC 50,70 a 61,70 a 74,10 b 90,60 b

ECI 52,10 a 67,20 a 81,50 b 96,70 b

Probabilidade

S 0,7680 "° 0,0000 * 0,2090 " 0,4940 "
T 0,0740 " 0,0750 " 0,0000 * 0,0010 *
SxT 0,2040 " 0,0920 " 0,2650 " 0,3310 "™

C.V. (%)* 22,34 18,97 21,76 8,72

Peso do Figado
Sexo (S)
M 143 a 1,94 a 2,82a 3,40 a
F 142 a 2,12 a 2,66 a 3,29 a
Tratamentos (T)

NI 1,42 a 2,18 a 3,14 a 3,72 a

I 1,37 a 2,02 a 2,26 a 3,40 a

IEC 1,43 a 2,00 a 2,72 a 3,59 a

ECI 1,48 a 1,97 a 2,85a 3,67 a

Probabilidade

S 0,8520 "* 0,1050 " 0,4980 "° 0,6630 "
T 0,7810 " 0,5110 "™ 0,0810 " 0,2400 "
SxT 0,1920 " 0,1370 "° 0,7380 "° 0,2170"

C.V. (%)* 8,93 11,32 24,13 14,42

! = Coeficiente de variacdo; ™ = n&o significativo; * = Significativo; a — b: Médias seguidas de letras
distintas (colunas) diferem significativamente pelo teste de Tukey ( p = 0,05); M: macho, F: fémea
NI: ndo infectado com SE, I: infectado com SE, IEC: infeccdo com SE e tratado com EC, ECI:
tratado com EC e infectado com SE.



Peso do Figado

Na tabela 3 estdo contidos os dados referentes ao peso do figado (PF). Nao
houve influéncia significativa dos sexos e/ou dos tratamentos (T) sobre este
parametro em nenhum dos dias pos-infeccdo analisados. Também n&do houve
interagao entre sexos e tratamentos.

Contudo, alteracbes macroscopicas nao foram observadas durante a
necropsia das aves em nenhum dos dias pos-infeccdo analisados. Sendo assim,
nossos dados sugerem que a infecgcéo por Salmonella Enteritidis e tratamento com
EC antes ou apds a infeccdo ndo alteraram o peso e anatomia do 0rgéo,
provavelmente em funcdo do curto periodo ao qual as aves foram expostas ao

agente patogénico no presente estudo.

Peso da Bursa de Fabricius

Os dados sobre o0 peso da bursa de Fabricius constam na tabela 4. Os
dados mostraram que o sexo nao influenciou significativamente (p>0,05) o peso
do 6rgdo em nenhuma das idades analisadas. Foi registrado efeito significativo
dos tratamentos (p<0,05), mas apenas no 7° dia pos-infeccdo, idade na qual os
pintos do tratamento | e IEC apresentaram menor peso de bursa do que os pintos
dos tratamentos NI e ECI, que ndo diferiram entre si quanto a este parametro. Nao
foi registrada interag&o significativa entre sexos e tratamentos para peso de bursa.

Estes dados mostram que infeccdo com SE resultou em reducédo do peso
orgao, sugerindo uma atrofia, ou falta de desenvolvimento do mesmo, e que EC
apos infeccdo ndo inibe o efeito da SE sobre a bursa. Alteracdo no
desenvolvimento da bursa tem sido registrada em casos de infec¢des virais como
no caso da doenca de Gumboro (MONTASSIER, 2000). A reducdo no peso das
mesmas em pintos infectados, neste experimento, sugere que infec¢cao bacteriana
exerce sobre estes 6rgdos efeitos similares aos de infec¢des virais, ou seja,
depressdo do sistema imune. De acordo com os dados do presente estudo,
entretanto, tratamento com EC antes da infecc&o por SE inibe o efeito da infecgéao

de SE sobre o 6rgéo, contrariamente ao observado para o peso do figado, o que
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indica uma maior sensibilidade da bursa, que do figado a infec¢édo por SE, apesar
deste ultimo ser um dos mais importantes orgaos de eleicdo para a pesquisa de
Salmonella segundo BERCHIERI JR (2000).

Parametros Hematoldgicos

Glicemia

Os valores de glicemia sdo mostrados na tabela 4. Eles ndo sofreram
influéncia significativa (p>0,05) dos sexos e/ou tratamentos em nenhum dos dias
pés-infeccdo analisados, e ndo houve interacdo significativa entre sexos e
tratamentos.

Os valores encontrados foram similares aos encontrados por de BELO et al.
(1976) e mostraram que a infeccdo pos-eclosdo ndo deprimiu o metabolismo

energético das aves.
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Tabela 4. Efeitos dos sexos e tratamentos sobre o peso da bursa de Fabricio (g) e
glicemia (mg/dL) em pintos de corte, nos primeiros dias poés-infeccao
(1, 3, 5 e 7 dias). Jaboticabal, 2006.

Dias pos-infeccao

1° 3° 50 7°
Peso da Bursa de Fabricius
Sexo (S)
M 0,08 a 0,09 a 0,13 a 0,17 a
F 0,08 a 0,09 a 0,14 a 0,17 a
Tratamentos (T)

NI 0,08 a 0,09 a 0,14 a 0,21 a

I 0,08 a 0,08 a 0,12 a 0,13 b

IEC 0,08 a 0,10 a 0,14 a 0,15b

ECI 0,08 a 0,10 a 0,14 a 0,18 a

Probabilidade
S 0,6290 " 0,6220 " 0,1790 " 0,9490 "
T 0,9870 ™ 0,4380 ™ 0,1120 ™ 0,0380 *
SXT 0,5000 "™ 0,4280 "™ 0,9750 "™ 0,5090 "
C.V. (%)* 23,74 17,76 12,13 9,78
Glicemia
Sexo (S)
M 239,30 a 283,00 a 261,00 a 231,00 a
F 241,10 a 267,00 a 278,00 a 233,30 a
Tratamentos (T)
NI 244,90 a 282,00 a 238,00 a 226,00 a
I 235,40 a 314,00 a 315,00 a 225,00 a
IEC 237,30 a 242,00 a 265,00 a 249,00 a
ECI 243,10 a 262,00 a 262,00 a 229,00 a
Probabilidade

S 0,8310 ™ 0,5270 ™ 0,4220 ™ 0,8610 ™
T 0,8290 " 0,2100 "® 0,0980 " 0,5260 "
SxT 0,2630 " 0,2910 " 0,5020 " 0,1700 "

C.V. (%)" 8,76 7,49 11,95 17,34

! = Coeficiente de variacdo; ™ = néo significativo; * = Significativo; a — b: Médias seguidas de letras
distintas (colunas) diferem significativamente pelo teste de Tukey ( p = 0,05); M: macho, F: fémea
NI: ndo infectado com SE, I: infectado com SE, IEC: infeccdo com SE e tratado com EC, ECI:
tratado com EC e infectado com SE.
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Eritrograma

O hemograma consta de uma série de provas que possibilitam detectar
anormalidades que se apresentam em certos fenbmenos fisiopatoldgicos
Importantes nos animais e que se refletem no sangue (CHARLES NORIEGA,
2000). Os valores referentes as provas do eritrograma do presente estudo
constam nas tabelas 5, 6, 7 e 8.

Houve efeito significativo (p<0,05) do sexo sobre os valores do RBC e HGB,
mas apenas no 3° dia pos-infec¢cdo (Tabela 5), sendo 0s mesmos maiores nas
fémeas do que nos machos. Todavia, interacdo significativa entre sexos e
tratamentos (Tabelas 5 e 7) mostrou que os valores de RBC foram maiores nas
fémeas do que nos machos apenas nos tratamentos | e IEC. No tratamento NI, os
valores de RBC foram maiores nos machos do que nas fémeas, enquanto que no
tratamento EIC ndo ocorreu diferenga entre 0s sexos.

Os valores de HGB, por sua vez, foram maiores nas fémeas do que nos
machos apenas nos pintos do tratamento |I. Nos demais tratamentos ndo foram
registradas diferencas entre 0s sexos para HGB. Também houve efeito
significativo dos tratamentos sobre os valores de RBC e HGB (Tabela 5),
mostrando que pintos tratados com EC antes da infeccdo com SE (IEC)
apresentaram valores de ambos 0s parametros menores do que 0s pintos dos trés
outros grupos (NI, I e ECI), os quais ndo diferiram entre si quanto a estes
parametros. Entretanto, a interacdo entre sexos e tratamentos (Tabelas 5 e 7)
mostrou que nos pintos machos infectados (I) os valores de RBC foram similares
aos valores observados para os pintos do tratamento IEC, que tiveram o0s
menores valores.

Em relacdo aos valores de HCT, n&do houve efeito principal significativo
(p>0,05) dos tratamentos, mas ocorreu efeito significativo (p<0,05) dos sexos e
apenas no 3° dia poés-infeccdo (Tabela 6), sendo os valores deste parametro
maiores nas fémeas do que nos machos. Contudo, interagdo significativa entre
sexos e tratamentos mostrou que o0s tratamentos afetam os valores de HCT dos

machos, sendo os mesmos menores (p<0,05) nos pintos dos tratamentos | e IEC
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do que nos tratamentos NI e ECI (Tabelas 6 e 7). A interacdo também mostrou
gue a diferenca nos valores de HCT entre 0s sexos ocorreu apenas nos
tratamentos | e IEC.

Os dados acima mostraram que os pintos machos do tratamento IEC
apresentaram reducdo do RBC, HGB e HCT (em comparacdo ao tratamento
controle NI), concordando com os achados de CARDOSO et al. (2003), os quais
afirmaram que a infeccéo aguda causada pela Salmonella Gallinarum pode causar
um quadro de severa anemia, caracterizada pela acentuada queda do RBC, HGB
e HCT. Os pintos machos do tratamento |, por sua vez, apresentaram reducéo do
RBC e HCT. Por outro lado, as fémeas do tratamento |, apresentaram reducéo
apenas do HGB.

O ferro € um elemento essencial para a multiplicacdo bacteriana (BULLEN,
1981). Assim, & possivel que a reducdo nos valores de HGB observados nos
pintos machos e fémeas no presente estudo seja resultante de uma reducéo
momentanea no ferro, utilizada pela bactéria para multiplicar-se, uma vez que,
segundo HIRSH (2003), as salmonelas invasivas sdo capazes de secretar um
sideréforo, a enterobactina, que remove o ferro das proteinas quelantes do ferro
do hospedeiro.

Quanto aos valores de VCM, ndo houve efeito principal dos sexos e
tratamentos em nenhum dos dias analisados, e nem interacdo entre sexos e

tratamentos (Tabela 6).
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Tabela 5. Efeitos dos sexos e tratamentos sobre o numero de eritrécitos (RBC) em
10%puL e hemoglobina (HGB) em g/dL, em pintos de corte, nos primeiros
dias pés-infecgéo (1, 3, 5 e 7 dias). Jaboticabal, 2006.

Dias pos-infeccao
10 30 50 70
NUmero de eritrécitos

Sexo (S)
M 2,07 a 1,94 b 2,16 a 2,23 a
F 2,18 a 2,20 a 2,12a 2,42 a
Tratamentos (T)

NI 2,09 a 2,32a 191 a 2,47 a

I 2,17 a 2,17 ab 2,12 a 2,44 a

IEC 2,27 a 1,71b 251a 2,28 a

ECI 1,97 a 2,10 ab 2,03 a 2,11a

Probabilidade

S 0,4670 "° 0,0460 * 0,8740 " 0,4220 "
T 0,5740 ™ 0,0100 * 0,2490 "™ 0,6850 "
SxT 0,4440 "° 0,0010 * 0,2990 " 0,6910 "

C.V. (%)! 14,32 15,43 6,63 18,96

Hemoglobina
Sexo (S)
M 11,08 a 9,03b 11,22 a 11,55 a
F 10,62 a 10,88 a 10,40 a 12,06 a
Tratamentos (T)

NI 11,59 a 9,88 ab 11,10 a 11,70 a

I 10,72 a 11,56 a 10,50 a 13,00 a

IEC 10,61 a 8,32b 12,40 a 11,10 a

ECI 10,46 a 10,07 ab 9,30 a 11,40 a

Probabilidade

S 0,5620 "™ 0,0160 * 0,5320 ™ 0,6170 "™
T 0,7350 "° 0,0330 * 0,4220 "° 0,5640 "°
SxT 0,4320 " 0,0070 * 0,5150 " 0,5010 "

C.V. (%)! 22,42 11,34 17,89 13,69

! = Coeficiente de variacdo; ™ = n&o significativo; * = Significativo; a — b: Médias seguidas de letras
distintas (colunas) diferem significativamente pelo teste de Tukey ( p = 0,05). M: macho, F: fémea
NI: ndo infectado com SE, I: infectado com SE, IEC: infeccdo com SE e tratado com EC, ECI:
tratado com EC e infectado com SE.



60

Tabela 6. Efeitos dos sexos e sobre o hematécrito (HCT) em % e o volume
corpuscular médio (VCM) em pm?®, em pintos de corte, nos primeiros
dias pés-infeccédo (1, 3, 5 e 7 dias). Jaboticabal, 2006.

Dias p0s-infeccao
1° 3° 5° 7°
Hematocrito

Sexo (S)
M 31,40 a 27,30 b 32,80 a 34,10 a
F 30,50 a 31,30 a 29,90 a 36,30 a
Tratamentos (T)

NI 30,30 a 30,10 a 28,40 a 37,10 a

I 29,60 a 31,10a 30,50 a 36,20 a

IEC 31,30 a 25,30 a 36,90 a 33,50 a

ECI 32,60 a 30,70 a 29,60 a 33,90 a

Probabilidade

S 0,6850 "™ 0,0410 * 0,3800 ™ 0,5450 "™

T 0,8010 " 0,1330 "™ 0,2830 " 0,8640 "

SxT 0,4720 "™ 0,0020 * 0,5030 "™ 0,5310 "™

C.V. (%)! 14,97 12,43 15,56 12,54
Volume Corpuscular Médio
Sexo (S)
M 81,84 a 84,2 a 88,38 a 89,20 a
F 82,00 a 81,4 a 88,05 a 88,54 a
Tratamentos (T)

NI 81,32 a 83,6 a 88,95 a 90,09 a

| 81,98 a 86,0 a 86,50 a 88,96 a

IEC 83,14 a 79,9 a 88,14 a 87,96 a

ECI 81,24 a 81,6 a 89,27 a 88,46 a

Probabilidade

S 0,8010 "° 0,5690 "* 0,6730 "° 0,4610 "°

T 0,1360 "™ 0,8330 ™ 0,0880 " 0,3790 "™

SxT 0,4530 "° 0,6940 " 0,7900 " 0,4980 "°

C.V. (%)* 9,78 7,75 9,27 11,32

! = Coeficiente de variacdo; ™ = ndo significativo; * = Significativo; a — b: Médias seguidas de letras
distintas (colunas) diferem significativamente pelo teste de Tukey ( p = 0,05). M: macho, F: fémea
NI: ndo infectado com SE, I: infectado com SE, IEC: infeccdo com SE e tratado com EC, ECI:
tratado com EC e infectado com SE.
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Tabela 7. Interacdo entre os sexos e tratamentos sobre o nimero de eritrécitos
(RBC) em 10°/pL e a hemoglobina (HGB) em g/dL, em pintos de corte,
nos primeiros dias pés-infeccéo (1, 3, 5 e 7 dias).

Sex0S Tratamentos
NI I IEC ECI
Numero de eritrécito
2,52 Aa 1,59 Cb 1,57 Cb 2,09 Ba
F 2,11 Ab 2,73 Aa 1,84 Aa 2,11 Aa
Hemoglobina
9,92 Aa 8,25 Ab 7,82 Ba 10,14 Aa
F 9,83 Aa 14,87 Aa 8,83 Ba 10,00 Aa
Hematocrito
M 31,96 Aa 22,50 Bb 22,67 Bb 32,02 Aa
F 28,20 Aa 39,71 Aa 28,00 Aa 29,48 Aa

A-B, a — b: Médias seguidas de letras distintas (linhas e colunas, respectivamente) diferem
significativamente pelo teste de Tukey ( p = 0,05); M: macho, F: fémea NI: ndo infectado com SE, I
infectado com SE, IEC: infec¢@o com SE e tratado com EC, ECI: tratado com EC e infectado com
SE.
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Os valores de HCM e CHCM néo foram influenciados pelo sexo (p>0,05),
mas ocorreu efeito significativo dos tratamentos no 1° e 3° dias poés-ecloséo
(Tabela 8). Em ambos os dias, os valores de HCM foram similares nos pintos dos
tratamentos | e IEC e menores (p<0,05) do que nos pintos dos tratamentos NI e
ECI, que n&o diferiram entre si. Dados similares foram obtidos para os valores de
CHCM no 1° dia pos-infeccdo. No 3° dia, entretanto, pintos infectados (I)
apresentaram os maiores valores de CHCM, e nado houve diferenga significativa
(p>0,05) entre os pintos dos trés outros tratamentos. Nao foi registrada interacéao
significativa entre sexos e tratamentos para HCM e CHCM (Tabela 8).

Segundo WINTROBE (1933), esses indices (VCM, HCM e CHCM)
detectam a presenca de anemia e avaliam a capacidade que a medula 0ssea tem
de produzir hemacias de tamanho e capacidade metabdlica normais, assim como
o contetdo de hemoglobina. Considerando que aves dos tratamentos | e IEC (as
guais apresentam contagem significativa para SE) apresentaram reducao
significativa (p<0,05) destes parametros (HCM e CHCM), nossos dados sugerem
gue a presenca da bactéria no organismo da ave, pode provocar um quadro
anémico, pelo menos até o 3° dia pos-infecgao.

Entre os sexos, as interacdes demonstraram que no tratamento | os machos
apresentaram o RBC, HGB e HCT menores que os das fémeas, enquanto que no
tratamento IEC os machos apresentaram apenas o RBC e o HCT menores.

Tais dados indicam que a presenca de Salmonella Enteritidis nas aves
provoca uma resposta sexo-especifica para o RBC, HGB e HCT. Em conjunto as
provas do eritrograma sugerem um quadro anémico, porém momentaneo, uma
vez que, a partir do 5° dia poés-infeccdo, essas diferencas ndo foram mais
registradas

Em suma, as alteracdes hematoldgicas encontradas na série vermelha dos
pintos ficam restritas aos trés primeiros dias pos-infeccao, indicando que o quadro

em questao € uma reacao temporaria.
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Tabela 8. Efeitos dos sexos e tratamentos sobre a hemoglobina corpuscular
média (HCM) em picograma (pg) e a concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) em g/dL, em pintos de corte, nos primeiros
dias pés-infecgéo (1, 3, 5 e 7 dias). Jaboticabal, 2006.

Dias pos-infeccéo
1° 3° 5° 7°
Hemoglobina Corpuscular Média

Sexo (S)
M 61,70 a 55,90 a 51,80 a 52,90 a
F 59,70 a 54,20 a 51,50 a 49,60 a
Tratamentos (T)
NI 73,70 a 59,30 a 53,10 a 49,30 a
I 49,60 b 52,70 b 50,00 a 55,10 a
IEC 47,00 b 48,80 b 48,70 a 48,90 a
ECI 72,50 a 59,30 a 54,80 a 51,70 a
Probabilidades
S 0,3020 " 0,5380 " 0,9120 " 0,3440 "
T 0,0000 * 0,0200 * 0,4090 "* 0,5570 "°
SxT 0,8700 " 0,7750 " 0,5130 " 0,7930 "°
C.V. (%)* 13,23 16,27 13,78 19,78
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média
Sexo (S)
M 73,50 a 56,30 a 58,60 a 58,10 a
F 73,00 a 54,70 a 61,10 a 55,00 a
Tratamentos (T)
NI 87,90 a 54,50 b 61,90 a 54,70 a
I 59,70 b 61,30 a 57,70 a 62,10 a
IEC 56,80 b 55,10 b 55,30 a 55,60 a
ECI 88,50 a 51,10 b 64,60 a 53,70 a
Probabilidades
S 0,8130 " 0,3570 "* 0,5080 "* 0,4230 "
T 0,0000 * 0,0010 * 0,3390 " 0,4280 "°
SxT 0,9800 " 0,1030 " 0,2680 " 0,7130 "™
C.V. (%)! 21,78 19,78 12,65 15,45

! = Coeficiente de variacdo; ™ = n&o significativo; * = Significativo; a — b: Médias seguidas de letras
distintas (colunas) diferem significativamente pelo teste de Tukey ( p = 0,05). M: macho, F: fémea
NI: ndo infectado com SE, I: infectado com SE, IEC: infeccdo com SE e tratado com EC, ECI:
tratado com EC e infectado com SE.
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Leucograma

by

Em relacdo a série branca do sangue (leucograma), foram realizadas a
contagem total e diferencial dos leucadcitos.

Conforme consta da tabela 9, ndo ocorreu efeito significativo (p>0.05) do
sexo sobre os valores da contagem total de leucécitos (CTLEU), mas houve efeito
significativo (p<0,05) dos tratamentos (T) no 1°, 5° e 7° dias poés-infecgdo Nestas
trés idades, as aves dos tratamentos | e IEC (com contagem significativa de SE),
apresentaram valores de CTLEU superiores (p<0,05) aos dos tratamentos NI e
ECI. Tais dados evidenciam um quadro de leucocitose e que, tratamento com EC
antes da infeccdo, mas nao pos-infeccdo, pode evita-lo. Houve interacao
significativa (p<0,05) entre sexo e tratamentos apenas no 3° dia pos-infeccéo
(Tabelas 9 e 11), mostrando que nesta idade os machos do tratamento | e IEC
apresentaram, ao contrario das fémeas, CTLEU menores do que os machos dos
tratamentos NI e ECI. Considerando que os pintos destes dois ultimos tratamentos
ndo apresentaram contagem significativa de SE, nossos dados mostram a
ocorréncia de uma leucopenia temporaria nos machos 3 dias apds a infecgéo,
indicando uma depressdo temporaria do sistema imune celular e, portanto, uma
maior sensibilidade dos machos a infeccdo, em comparacdo com as fémeas. A
interacdo também registrou uma CTLEU sexo especifica nos pintos NI, no 3° dia

pés-infecgcdo, sendo os valores maiores nos machos do que nas fémeas.
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Tabela 9. Efeitos do sexo e tratamentos sobre a contagem total de leucdcitos
(LEU, 10°%/uL) e o percentual de linfécitos, em pintos de corte, nos
primeiros dias pos-infeccdo (1, 3, 5 e 7 dias). Jaboticabal, 2006.

Dias poés-infeccao

1° 30 50 7°
Leucbécitos
Sexo (S)

M 10,18 a 9,62 a 10,89 a 14,81 a

F 13,19 a 8,37 a 1191 a 15,27 a
Tratamentos (T)

NI 854 b 8,79 a 841b 10,87 b

I 14,58 a 7,50 a 12,66 a 2195 a

IEC 12,84 a 9,91 a 15,29 a 16,87 a

ECI 10,80 b 9,79 a 9,25b 10,45 b
Probabilidades

S 0,0550 "™ 0,1710"™ 0,4620 "™ 0,8140 "™

T 0,0480 * 0,2160 "™ 0,0050 * 0,0010 *

SxT 0,3060 "™ 0,0000 * 0,3540 ™ 0,4170 "

C.V. (%)! 6,98 9,06 14,95 11,23
Linfécitos
Sexo (S)

M 56,9 a 70,44 b 72,25 Db 66,60 a

F 53,7 a 74,81 a 75,00 a 67,90 a
Tratamentos (T)

NI 59,90 a 69,50 b 79,38 a 69,60 a

[ 50,40 b 72,88 b 71,75 bc 65,10 a

IEC 54,40 b 79,38 a 76,88 ab 70,30 a

ECI 56,50 b 68,75 b 66,50 c 64,35 a
Probabilidades

S 0,1340 ™ 0,0000 * 0,0000 * 0,6930 "™

T 0,0240 * 0,0000 * 0,0000 * 0,4580 "

SXT 0,0800 "™ 0,0000 * 0,0000 * 0,4010 ™

C.V. (%)1 19,24 14,98 17,07 13,76

! = Coeficiente de variacdo; ™ = n&o significativo; * = Significativo; a — b: Médias seguidas de letras
distintas (colunas) diferem significativamente pelo teste de Tukey ( p = 0,05). M: macho, F: fémea
NI: ndo infectado com SE, I: infectado com SE, IEC: infeccdo com SE e tratado com EC, ECI:
tratado com EC e infectado com SE.
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Em relacdo aos linfocitos (Tabela 9), foi registrado efeito significativo
(p<0,05) do sexo no 3° e 5° dias poés-infeccdo e efeito significativo (p<,05) dos
tratamentos no 1°, 3° e 5° dias pds-infeccao.

No 1° dia pés-infeccdo, as aves dos tratamentos I, IEC e ECI apresentaram
porcentagens de linfocitos significativamente (p<0,05) inferiores ao do tratamento
NI, ou seja, houve uma linfopenia dos tratamentos I, IEC e ECI (infectados) em
relacdo ao tratamento controle NI, indicando que no inicio da infeccédo EC apds ou
antes da infec¢do nédo evita o efeito depressivo da infec¢cdo sobre o sistema imune
celular. Esta linfopenia observada na fase inicial do processo inflamatorio pode ser
devido a liberagdo de hormbnios adrenocorticosterdides que séo linfodepressores
(MORGULIS, 2002).

No 3° dia pos-infeccdo, em relacdo aos efeitos principais, fémeas
apresentaram maior percentagem de linfécitos do que os machos, e os pintos dos
tratamentos | e ECI adquiriram contagem de linfocitos similar a dos pintos NI,
enquanto que os pintos IEC adquiriram contagem significativamente (p<0,05)
maior do que as observadas para o0s pintos dos trés outros tratamentos. Todavia,
houve interacdo significativa (p<0,05) entre sexo e tratamentos, mostrando que a
maior contagem de linfocitos nas fémeas do que 0os machos ocorreu apenas nos
pintos | e ECI. A interagdo também registrou a ocorréncia de diferencas entre os
sexos nhas respostas a infeccéo e ao tratamento com EC.

Em comparacdo com os machos NI, machos infectados (I) néo
apresentaram alteracdo na contagem de linfécitos, enquanto que os machos IEC
tiveram um aumento (leucocitose) e os machos ECI uma reducéo (linfopenia) na
contagem de linfocitos. Por sua vez, as fémeas |, IEC e ECI apresentaram
aumento (linfocitose) na contagem de linfocitos em relacdo as fémeas NI,
mostrando uma maior sensibilidade ou maior poder de resposta das fémeas do
gue dos machos a infeccéo por SE e que, aparentemente, na idade em questao (3
dias apos infeccdo), EC antes da infeccédo foi eficaz em minimizar o efeito da
infeccdo, mas apenas nos machos.

No 5° dia pés-infeccdo, fémeas continuaram a apresentar maior contagem

de linfécitos do que os machos (Tabela 9). Aléem disso, pintos | apresentaram uma
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reducdo (linfopenia) na contagem de linfocitos em relagdo aos pintos NI, enquanto
gue os pintos IEC apresentaram valores similares aos obtidos para pintos NI e os
pintos ECI tiveram uma reducdo (linfopenia) na contagem em relacdo aos
tratamentos NI e IEC. Entretanto, houve interagéo significativa (p<0,05) entre sexo
e tratamentos no 5° dia pés-infec¢do, mostrando que diferenca na contagem de
linfocitos entre machos e fémeas ocorreu nos tratamentos NI e I, sendo a
contagem maior nos machos que nas fémeas, no primeiro tratamento, e maior nas
fémeas do que nos machos, no segundo tratamento.

A interacdo também mostrou que no 5° dia, machos infectados (l) e tratados
com EC (IEC e ECI) tiveram menor contagem de linfécitos do que os NI. No caso
das fémeas, apenas as do tratamento ECI tiveram contagens menores (linfopenia)
do que as das fémeas do tratamento controle (NI). As fémeas dos tratamentos | e
ECI apresentaram contagens de leucécitos similares entre si e a das fémeas NI.

No 7° dia pés-infeccdo ndo foram mais registradas diferengas nas
contagens de linfocitos entre os tratamentos. Esses dados sdo muito
interessantes, pois mostram que tanto machos quanto fémeas, infectados com e
sem tratamento com EC, conseguiram recuperar os efeitos da infeccédo por SE
sobre a contagem de linfocitos aos 7 dias pos-infec¢do. Todavia, as respostas dos
dois sexos até a normatizacdo da contagem de linfécitos ndo foram as mesmas, e
fémeas se mostraram uma recuperacdo mais rapida, provavelmente em funcéo da

leucocitose apresentada pelas mesmas ja no 3° dia.
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Tabela 10. Efeitos do sexo e tratamentos sobre o percentual de heteréfilos e de
basdfilos, em pintos de corte, nos primeiros dias pés-infeccdo (1, 3, 5
e 7 dias). Jaboticabal, 2006.

Dias pos-infeccao

1° 3° 50 7°
Heterdéfilos
Sexo (S)
M 39,30 a 26,19 a 26,63 a 30,80 a
F 42,30 a 23,31 b 23,06 b 29,70 a
Tratamentos (T)
NI 35,60 b 27,40 a 18,80 ¢ 27,30 a
I 44,40 a 24,80 a 27,30 ab 32,40 a
IEC 42,30 ab 17,30 b 20,90 bc 27,00 a
ECI 40,90 ab 29,60 a 32,50 a 34,30 a
Probabilidades
S 0,0740 " 0,0110* 0,0030 * 0,7240 "
T 0,0070 * 0,0000 * 0,0000 * 0,2360 ™
SXT 0,0140 * 0,0000 * 0,0000 * 0,2360 "
C.V. (%)* 13,43 11,96 13,45 16,79
Basofilos
Sexo (S)
M 1,25 a 1,44 a 0,19 a 1,00 a
F 1,94 a 0,50b 0,75a 1,06 a
Tratamentos (T)
NI 1,63 a 1,63 a 0,63 a 1,38 a
I 250a 0,88 a 0,00 a 1,00 a
IEC 1,25a 0,63 a 0,88 a 1,00 a
ECI 1,00 a 0,75a 0,38 a 0,75a
Probabilidades
S 0,1340 ™ 0,0090 * 0,1410 "™ 0,8370 ™
T 0,1150 " 0,1620 " 0,4020 " 0,5390 "
SxT 0,2020 " 0,1990 " 0,6450 " 0,4230 "
C.V. (%)! 16,78 15,24 14,54 11,22

! = Coeficiente de variacdo; "™ = n&o significativo; * = Significativo; a — b: Médias seguidas de letras
distintas (colunas) diferem significativamente pelo teste de Tukey ( p = 0,05). M: macho, F: fémea
NI: ndo infectado com SE, I: infectado com SE, IEC: infeccdo com SE e tratado com EC, ECI:
tratado com EC e infectado com SE.



69

Tabela 11. Interagdo entre sexos e tratamentos sobre a contagem total de
leucécitos em 10°/uL e os percentuais de linfocitos e heteréfilos, em
pintos de corte. Jaboticabal, 2006.

Sexos Tratamentos
NI I IEC ECI

Leucécitos
20 DP M 12,66 Aa 5,16 Ba 9,00 Ba 11,66 Aa
F 4,91 Bb 9,83 Aa 10,83 Aa 7,91 Ba

Linfécitos
20 DP| 69,00 Ba 69,00 Bb 81,25 Aa 62,50 Cb
F 70,00 Ba 76,75 Aa 77,50 Aa 75,00 Aa
50 DP| M 84,00 Aa 65,75 Cb 76,50 Ba 62,75 Ca
F 74,75 Ab 77,75 Aa 77,25 Aa 70,25 Ba

Heterofilos
10 DP| M 29,25 Bb 46,00 Aa 41,50 Aa 40,25 Aa
F 42,00 Aa 42,75 Aa 43,00 Aa 41,50 Aa
20 DP| M 26,25 Ba 28,75 Ba 14,50 Ca 35,25 Aa
F 28,50 Aa 20,75 Bb 20,00 Ba 24,00 Bb
50 DP| 14,75 Cb 33,50 Aa 22,00 Ba 36,25 Aa
F 22,75 Ba 21,00 Bb 19,75 Ba 28,75 Aa

A-B, a — b: Médias seguidas de letras distintas (linhas e colunas, respectivamente) diferem
significativamente pelo teste de Tukey ( p = 0,05); M: macho, F: fémea NI: ndo infectado com SE, I:
infectado com SE, IEC: infec¢cdo com SE e tratado com EC, ECI: tratado com EC e infectado com

SE.
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Os dados de contagens de heterdfilos constam nas tabelas 10 e 11.
Ocorreu efeito significativo (p<0,05) do sexo no 3° e 5° dias poOs-infeccdo e dos
tratamentos no 1°, 3° e 5° dias.

No 1° dia, os pintos infectados tiveram um aumento na contagem de
heterofilos (heterofilia) em comparacdo com os pintos controles (NI). Todavia,
houve interacdo significativa (p<0,05) entre sexo e tratamentos, mostrando que
nesta idade, no tratamento NI, fémeas apresentaram contagem maior de heterofilo
do que os machos e, mais que isso, que apenas 0S machos apresentaram
alteracdo na contagem de heterdfilos, sendo as contagens nos machos dos
tratamentos |, ECI e IEC similares entre si e maiores do que a contagem para 0s
machos do tratamento NI.

No 3° dia pos-infeccdo, machos apresentaram contagem de heteréfilos
maior do que as fémeas. Além disso, apenas o0s pintos do tratamento IEC
apresentaram contagem de heterdfilos diferente da do tratamento NI, sendo menor
do que a mesma. Entretanto, ocorreu interacdo significativa (p<0,05) entre sexos e
tratamentos, segundo a qual apenas os machos dos tratamentos | e ECI
apresentaram contagens de heterdéfilos maiores do que as fémeas. Ainda segundo
a interacdo, no 3° dia pés-infeccdo, as fémeas dos tratamentos |, IEC e ECI
tiveram contagens de heterofilos similares entre si, mas menores (heteropenia) do
gue as registradas para as fémeas do tratamento NI. Por outro lado, machos do
tratamento IEC tiveram uma reducdo (heteropenia) da contagem de heterdfilos,
enquanto que os machos do tratamento ECI tiveram um aumento (heterofilia).

No 5° dia pés-infeccdo, machos continuaram com contagem de heteroéfilos
maior do que as fémeas, mas segundo interacdo significativa entre sexos e
tratamentos, iSSO ocorreu apenas nos pintos do tratamento I. Em relacdo aos
tratamentos, nos efeitos principais, pintos do tratamentos | e ECI tiveram
contagens de heterofilos maiores (p<0,05) (heterofilia) do que os pintos NI e IEC.
Interacdo mostrou que isso ocorreu apenas para os machos. No caso das fémeas,
apenas as do tratamento ECI tiveram contagem de heteréfilos diferente da
registrada para as fémeas NI, ou seja, menor (heteropenia) do que a mesma. No

7° dia pos-infecgdo, como ocorreu para a contagem de linfocitos, ndo foram mais
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registradas diferencas entre os tratamentos quanto a contagem de heterofilos. De
forma similar ao observado para a contagem de linfocitos, em relacdo aos
heterdéfilos, houve uma normatizacdo das contagens no 7° dia poés-infeccéo,
machos e fémeas responderam de forma distinta a infeccéo até a normatizacgéo.

Nossos dados anteriores sobre a série branca mostraram uma coincidéncia
temporal entre a ocorréncia de leucocitose e heterofilia, concordando com os
achados de MORGULIS (2002), o qual registrou, que as leucocitoses geralmente
devem-se as heterofilias, sendo suas causas mais comuns as infeccdes
bacterianas, entre elas as salmoneloses.

Apesar das aves do tratamento ECI, ndo terem apresentado leucocitose,
elas apresentaram um quadro de linfopenia e os machos um quadro de heterofilia.
Considerando que o0s pintos desse tratamento ndo apresentaram contagem
significativa de SE, tais alteracdes no perfil dos tipos leucocitarios sugere que a
exposicdo precoce a um “pool” de bactérias (pela EC) desencadeia uma reacao
hematologica inicial semelhante ao de uma infeccéo.

Todavia, nos chama atencdo o fato de que, no 3° dia pos-infeccdo, 0s
pintos machos dos tratamentos | e IEC (com contagem significativa de SE)
apresentaram acentuada diminuicdo do numero total de leucécitos, evidenciando
uma leucopenia. O perfil leucocitario apresentado pelos machos do tratamento
IEC (leucopenia com heteropenia e linfocitose), sugere, provavelmente, uma
grande migracao (diapedese) de heterdfilos, para o foco inflamatério, no ceco dos
pintos. Apesar dos machos do tratamento | apresentarem uma acentuada
leucopenia, ndo foi registrado diferencas na distribuicdo percentual dos tipos
leucocitarios. Diferentemente dos machos, as fémeas (com contagem significativa
de SE) dos tratamentos | e IEC apresentaram um quadro de leucocitose
acompanhado de linfocitose com heteropenia, tais resultados sugerem que a
heteropenia se deve a migracdo (diapedese) desse tipo celular para o foco
inflamataorio.

Nas aves do tratamento ECI, os machos apresentaram heterofilia e
linfopenia e as fémeas heteropenia e linfocitose em comparacdo ao tratamento

controle NI, apesar de n&do terem apresentado leucocitose.
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Na tabela 10 também sdo apresentados os dados das porcentagens de
basofilos. De acordo com os dados, ocorreu efeito significativo (p<0,05) do sexo
apenas no 3° dia pos-infeccdo, quando as fémeas apresentaram percentual de
basdfilos inferior ao dos machos. Ndo foram registrados efeitos significativos
(p>0,05) dos tratamentos e nem interagcdo significativa (p>0,05) entre sexos e
tratamentos para este parametro em nenhuma das idades analisadas.

Em relacdo a contagem de eosindfilos e mondocitos (Tabela 12), ndo houve
efeito significativo do sexo e tratamentos sobre as contagens, e nem interacao
entre sexo e tratamentos, mostrando que estes parametros ndo sao afetados pela
infecgéo com SE.

Do ponto de vista temporal, os dados do 7° dia pos-infec¢ao indicaram um
guadro de leucocitose. Entretanto nesta idade ocorreu apenas leucocitose sem
alteracbes significativas dos tipos leucocitarios especificos, sugerindo uma
cronificagédo do quadro inflamatorio.

Em suma, do ponto de vista pratico, os dados demonstram que o uso de EC
apos infeccdo nado evita a colonizagédo cecal por SE, mas que a mesma € evitada
guando a EC é realizada antes da infecgdo. Além disso, eles também mostraram a
existéncia de resposta sexo-especifica frente a infec¢éo por SE e tratamento com
EC antes ou apos infeccao, sugerindo a necessidade de um manejo distinto para

pintos machos e fémeas nos primeiros dias pés-infeccao.
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Tabela 12. Efeitos dos sexos e tratamentos nos quatro dias pos-infeccao (1, 3, 5
e 7 dias) sobre o percentual de eosindfilos e monécitos. Jaboticabal,

2006.
Dias pos-infeccao
1° 30 50 7°
Eosindfilos
Sexo (S)
M 0,75 a 0,94 a 0,31a 0,81a
F 1,06 a 0,75a 0,75a 0,94 a
Tratamentos (T)
NI 0,88 a 1,00 a 0,75 a 1,00 a
I 1,00 a 1,00 a 0,13 a 0,88 a
IEC 1,38 a 1,38 a 0,88 a 1,38 a
ECI 0,38 a 0,00 a 0,38 a 0,25 a
Probabilidades
S 0,3680 " 0,6100 " 0,1740 "™ 0,5330 "
T 0,2470 " 0,0720 "* 0,3260 " 0,0500 "
SxT 0,0660 " 0,5370 "* 0,7820 "° 0,5810 "°
C.V. (%)! 13,45 16,78 18,78 13,98
Monocitos
Sexo (S)
M 1,00 a 1,00 a 0,625 a 125a
F 1,88 a 0,63 a 0,438 a 0,8la
Tratamentos (T)
NI 2,00 a 0,50 a 0,50 a 1,13 a
I 1,75 a 0,50 a 0,88 a 1,00 a
IEC 0,75 a 1,38 a 0,50 a 1,00 a
ECI 125a 0,88 a 0,25a 1,00 a
Probabilidades
S 0,0580 " 0,2740 ™ 0,4010 " 0,1090 "*
T 0,2170 "* 0,2310 " 0,2730 " 0,9820 "*
SxT 0,2170 "™ 0,9860 " 0,0870 "° 0,3090 "
C.V. (%) 14,89 17,56 12,87 14,24

! = Coeficiente de variacdo; ™ = néo significativo; * = Significativo; a — b: Médias seguidas de letras
distintas (colunas) diferem significativamente pelo teste de Tukey ( p = 0,05). M: macho, F: fémea
NI: ndo infectado com SE, I. infectado com SE, IEC: infeccdo com SE e tratado com EC, ECI:
tratado com EC e infectado com SE.
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CAPITULO 3 - AVALIACAO DA INTEGRIDADE DA MUCOSA INTESTINAL DE
PINTOS DE CORTE DE AMBOS OS SEXOS SUBMETIDOS AO TRATAMENTO
POR EXCLUSAO COMPETITIVA ANTES E APOS INFECCAO EXPERIMENTAL
POR SALMONELLA ENTERITIDIS

Avaliacao da integridade da mucosa intestinal de pintos de corte de ambos
0s sexos submetidos ao tratamento por exclusdo competitiva antes e apos

infecc&o experimental por Salmonella Enteritidis

RESUMO - O presente experimento foi realizado com o objetivo de avaliar
a integridade da mucosa intestinal, por meio de microscopia eletronica de
varredurra, de pintos de corte submetidos ao tratamento por exclusdo competitiva
(EC) antes e ap0s infeccdo experimental por Salmonella Enteritidis (SE). Foram
utilizados 128 pintos, distribuidos num delineamento ao acaso com esquema
fatorial 2 x 4, onde 2 é o numero de sexos e 4 0o numero de tratamentos (NI: ndo
infectados com SE - Controle; I: infectados com SE; IEC: infectados com SE e
tratados com EC 24 h ap6s infeccdo; ECI: tratados com EC e infectados com SE
24 h apés tratamento). Os animais foram sacrificados com 1, 3, 5 e 7 dias pos-
infeccdo (dpi) para obtencdo das amostras do intestino delgado (duodeno, jejuno e
ileo). Os dados mostraram que, nos machos, o tratamento com EC antes da
infeccdo com SE age sobre o epitélio do intestino delgado de forma similar ao
tratamento realizado apds a infeccéo, reforcando a possibilidade da EC estar
acelerando o processo de renovacéo celular. Ao mesmo tempo, nossos dados
também reforcam os dados de GOMIDE et al. (2004), segundo os quais o intestino
dos machos seriam mais susceptivel a perda de epitélio do que fémeas. Em suma,
0 presente trabalho mostra que os vilos do intestino delgado dos pintos de corte
apresentam um grande processo de renovacdo celular ao final da primeira

semana de vida e que EC acelera ou acentua o processo.

Palavras-Chave: Salmonella Enteritidis, Exclusdo Competitiva, Intestino, Aves.
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CHAPTER 3 - INTESTINAL MUCOSA INTEGRITY EVALUATION OF YOUNG
CHICKENS FROM BOTH SEXES SUBMITTED TO COMPETITIVE EXCLUSION
TREATMENT BEFORE AND AFTER EXPERIMENTAL INFECTION WITH
SALMONELLA ENTERITIDIS

Intestinal mucosa integrity evaluation of young chickens from both sexes
submitted to competitive exclusion treatment before and after experimental

infection with Salmonella Enteritidis

SUMMARY - The present experiment was carried out with the objective to
evaluate the integrity of the intestinal mucosa, through scanning electron
microscopy where young chickens were submitted to competitive exclusion
treatment (CE) before and after experimental infection with Salmonella Enteritidis
(SE). 128 young chickens, distributed in completely randomized design in 4 x 2
factorial arrangement, where 2 are the number of sex and 4 the number of
treatments (NI: not infection with SE - Control; I. infection with SE; ICE: infection
with SE and treated with CE 24 h after infection; CEl: treated with CE and infection
with SE 24 h after treatment). The animals had been sacrificed with 1, 3, 5 and 7
days post infection (dpi) for attainment of samples from the thin intestine
(duodenum, jejunum and ileum). The data had shown that, in the males, the
treatment with CE before the infection with SE acts on the epithelium of the thin
intestine in a similar form to the treatment carried out after the infection,
strengthening the possibility of the CE to be speeding up the process of cellular
renewal. At the same time, our data also support GOMIDE et al. (2004), according
to which the intestine of the males would have more susceptibility to the loss of
epithelium than female. In short, the present work shows that the vilos of the thin
intestine from the broilers chickens presents a great process of cellular renewal to
the end of the first week of life and that CE speeds up or accents the process.

Key-words: Salmonella Enteritidis, Competitive Exclusion, Intestine, Chickens.
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INTRODUCAO

As aves recém-eclodidas apresentam sistema digestorio completo
(OVERTON & SHOUP, 1964), mas com capacidade funcional de digestdo e
absorcao ainda imatura, se comparada com aves adultas.

Apos a eclosdo, com a ingestéao de alimento, o trato gastrintestinal das aves
apresentam, entre outras coisas, mudangas na densidade e tamanho de vilos,
profundidade de criptas, altura de epitélio da mucosa, densidade e tamanho de
microvilos enterociticos, e densidade de células caliciformes e producdo de
mucinas, que determinam a capacidade digestiva, absortiva e de protecdo da
mucosa intestinal (MACARI, 1999).

Com a ingestdo da dieta exdgena, o trato gastrointestinal passa a ser
colonizado por microbiota, que juntamente com as fungdes digestorias, a barreira
de muco, a integridade da mucosa e a resposta imune exerce papel fundamental
na prevencgao contra enfermidades entéricas.

A possibilidade de transmissdo da resisténcia antibidtica a patégenos
causadores de enfermidade humanas provocou a proibicdo do uso da maioria dos
agentes anti-microbianos e medicamentos utilizados no controle de enfermidades
entéricas das aves (BERCHIERI JR & BARROW, 1998). Considerando que a
manutencdo da sanidade dos lotes de frango de corte, em especial face as
doencas ou agentes que atuam no trato gastrintestinal (TGI), € fundamental para o
bem estar animal e alto nivel de producdo, métodos alternativos de controle dos
agentes patogénicos intestinais se fazem necessarios.

Um meétodo que vem mostrando-se eficaz durante anos, na prevencéo de
doencas e possivelmente na melhoria no desempenho e estado geral das aves é o
método da Exclusdo Competitiva (EC) ou Conceito de "Nurmi". Ele consiste na
administragcdo de microbiota intestinal de aves adultas no intestino de aves recém
eclodidas, com o intuito de excluir a presenca de microrganismos indesejaveis
devido & aceleracdo da colonizacdo intestinal por microrganismos benéficos
(NURMI & RANTALA, 1973).
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Segundo FERREIRA & FERREIRA (2006) a agao da exclusdo competitiva
pode ser explicada pelo estabelecimento de uma microbiota intestinal antes do
contato com Salmonella, formando-se uma barreira fisica a colonizacdo por esta
bactéria, pela competicdo entre o patdbgeno e a microbiota por nutrientes
essenciais ou, ainda, pela producéo de &cidos graxos volateis, principalmente por
bactérias anaerdbicas, o que diminui o pH intestinal e serve como bacteriostatico
para Salmonella spp.

O objetivo do presente estudo foi analisar o efeito do tratamento com EC
antes e apos a infecgdo experimental por Salmonella Enterititis sobre a integridade

da mucosa intestinal de pintos de corte durante a primeira semana de vida.
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MATERIAL E METODOS

Aves e Tratamentos

O presente experimento foi realizado entre os meses de junho e julho de
2006 nos Laboratérios de Ornitopatologia do Departamento de Patologia
Veterinaria e Histologia/Embriologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal da FCAV — UNESP - Jaboticabal.

Foram utilizados 128 pintos recém-eclodidos (64 machos e 64 fémeas) de
linhagem de corte (Cobb® 500), provenientes de matrizes com 32 semanas de
idade. Inicialmente foram realizados suabes do mecbnio das caixas, para
confirmar auséncia de Salmonella Enteritidis. O sexo das aves foi confirmado pela
analise das gbnadas, as quais estdo presentes em numero par nos machos e
impar nas fémeas. As aves foram divididas em 2 grupos, machos e fémeas, e
para cada sexo separadas em 4 outros tratamentos com 4 repeticdes de 16 aves:

¢ NI: ndo infectados com Salmonella Enteritidis (Controle);

e | infectados com Salmonella Enteritidis;

e |EC: infectados com Salmonella Enteritidis e tratados com excluséo
competitiva (EC) 24 h ap0s infeccao;

e ECI: tratados com EC e infectados com Salmonella Enteritidis 24 h apds
tratamento

Todas as aves foram acondicionadas em caixas de madeira teladas,
previamente desinfetadas, em sala climatizada a 33°C. Elas foram alimentadas
com agua e racdo (22% PB, 2.900 Kcal EM/Kg, isenta de antimicrobianos e
anticoccidianos) “ad libitum”. A cama composta de maravalha foi autoclavada
antes do uso.

Os pintos foram analisados quanto a parametros intestinais com 1, 3, 5e 7
dias pos-infeccdo, sendo utilizados 4 pintos por grupo, um de cada repeticéo,
considerando-se cada ave uma parcela. Os animais foram sacrificados por meio
de deslocamento cervical e durante a necropsia foi coletado as trés regides do
intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) para mensuracbes dos parametros

intestinais.
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Bactéria, Inoculacdo e Contagem de Colbnias

Foi utilizado um mutante espontaneo de Salmonella Enteritidis, resistente
ao acido nalidixico e a espectinomicina (SE NalSpec), mantido pelo Laboratoério de
Ornitopatologia da FCAV-Unesp de Jaboticabal.

A cultura e o in6culo foram preparados seguindo a metodologia adotada por
OLIVEIRA et al. (2000), como segue: a cultura foi preparada em caldo nutriente
(OXOID CM 67) e incubada sob agitacao (100 movimentos/minuto) a 37°C durante
24 horas. O in6culo foi preparado a partir desta cultura (1,2 x 10° células viaveis
por mL de cultivo), diluindo-se 1mL de cultura (1:1000) em caldo nutriente. Foi
realizada administracdo esofagica de 100 pL de SE NalSpec por ave, utilizando-se
uma canula. Para contagem de Salmonella seguiu 0 modelo empregado por
BARROW et al. (1987), como descrito a seguir: colheu-se o conteudo cecal, que
foi diluido a 1:10 em solucéo salina tamponada (PBS pH 7,4). Em seguida, 0,1mL
desta suspenséo foi submetida a 5 diluicBes decimais seriadas (até 1:10°). Foi
plaqueado 0,1ml de cada uma das diluicdes em agar verde brilhante contendo
acido nalidixico (100ug/mL) e espectinomicina (100ug/mL). A contagem das
colénias foi realizada ap6s 24 horas de incubacdo a 37°C e os dados foram
expressos como numero de unidades formadoras de colénia (UFC) por grama de
contetudo cecal. Estes valores foram transformados em logi, para analise e
interpretacdo dos resultados. Contagens (log10) inferiores a 2 UFC de SE foram

indicativas de auséncia da bactéria.

Exclusdo Competitiva (EC)

Foi efetuada seguindo a metodologia adotada por OLIVEIRA et al. (2000).
Uma suspenséo de cultura fecal foi obtida misturando-se fezes frescas de aves
adultas saudaveis com caldo nutriente (1:10 Peso/Volume). A mistura foi mantida
em estufa a 37°C por 24 horas, para crescimento da microbiota intestinal. Em
seguida, 0,1 mL da parte liquida foi inoculada endoesofagicamente, de forma

similar a descrita no item anterior.



83

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para a analise da integridade dos vilos, amostras do duodeno, jejuno e ileo
(3 cm de comprimento) foram abertas longitudinalmente pela borda mesentérica,
estendidas pela tunica serosa e lavadas delicadamente com tampao fosfato 0,1M
pH 7,4 (para retirada de restos de alimento e muco) e estiradas sobre papel. As
amostras foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampéo fosfato por 24 horas a
4°C e pés-fixadas em tetroxido de ésmio 1 % por 2 horas. Em seguida, elas foram
lavadas com a mesma solucdo tampao acima citada, para retirada do fixador, e
desidratadas em série de concentracdo crescente de etanol (50, 60, 70, 80, 90,
100%). As amostras foram, entdo, submetidas a obtencdo do ponto critico de
secagem (BAL-TEC), fixadas e orientadas em suporte de cobre, metalizadas com
ouro paladio (denton vacum desk Il), e fotografados em um microscoépio eletronico
de varredura (modelo Jeol JSM 25II®), pertencente ao laboratorio de Microscopia
Eletronica da FCAV, UNESP, Jaboticabal.

A porcentagem de vilos normais (graus 0 e 1) e a porcentagem de vilos
apresentando os diferentes graus de perda de epitélio/area/regido do intestino
foram determinadas sobre quatro eletromicrografias (com area equivalente a
1.855.213,7 um?) por segmento intestinal e por ave, num total de 4 aves por
tratamento .

Os graus de perda de epitélio foram determinados segundo GOMIDE JR et
al (2004) (Figura 1), como: grau 0, sem extrusdo aparente (vilo normal); grau 1,
pequena extrusdo no apice do vilo ou pontos de extrusdo na porcao apical e ao
longo do vilo (vilo normal ); grau 2, perda de epitélio com exposi¢cdo do tecido
conjuntivo no apice do vilo; grau 3, perda de epitélio na por¢cao apical do vilo e
exposicdo do tecido conjuntivo, assemelhando-se a extremidade de uma lingua;
grau 4, perda do epitélio de metade do vilo com exposi¢céo do tecido conjuntivo;
grau 5, perda total do epitélio com exposicéo total do tecido conjuntivo do interior
do vilo, assemelhando a uma lingua totalmente exposta; e grau 6, perda do tecido

conjuntivo e consequente perda do vilo (vilo quebrado).



Figura 1. A — F: Graus de perda de epitélio em vilos intestinais de pintos. A: graus 0 e 1, B: grau 2,
C: grau 3, D: grau 4, E: grau 5 e F: grau 6. Barras: A, C, D e F = 50um; B = 10um; F =
100um (GOMIDE JUNIOR et al., 2004)
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Microscopia de Luz

A presenca de células apoptoticas foi analisada sobre cortes histoldgicos
para microscopica de luz. Para isso, amostras (2 cm de comprimento) das 3
regides do intestino delgado foram fixadas em Dietrich (4% de formalina, 28% de
etanol, 0,34N de acido acético glacial), para serem processadas pelo método de
rotina para microscopia de luz. Os cortes foram corados com hematoxilina férrica
de Weigert (10mL de solucdo estoque de hematoxilina 10% + 90mL de agua
destilada + 7mL de solucédo saturada de carbonato de litio) e contrastados com

eosina.

Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) disposto
em um arranjo fatorial 2 x 4, onde 2 é o nUmero de sexos (machos e fémeas) e 4 0
namero de tratamentos (NI: N&o infectado, I: Infectado por SE, IEC: Infectado por

SE e tratado com EC e ECI: tratado com EC e infectado por SE).

Anadlise estatistica

Os dados referentes aos parametros intestinais foram submetidos, a cada
dia pos-infeccdo, a andlise de variancia (ANOVA), sendo cada ave considerada
como uma parcela. A comparacdo de médias foi realizada pelo teste de Tukey

com nivel de significancia de 5%.
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RESULTADOS

Porcentagens de vilos normais

As tabelas 1 e 2 apresentam os dados referentes as porcentagens de vilos
normais (Grau 0+1 de perda de epitélio) para o duodeno, jejuno e ileo.

Para o duodeno, os dados mostraram efeito significativo (p<0,05) do sexo
no 1° e 5° dias pos-infeccéo e dos tratamentos nos dias 1° e 7° pos-infeccao sobre
as porcentagens de vilos normais (Tabela 1).

No 1° dia, as fémeas apresentaram maior porcentagem de vilos duodenais
normais do que os machos (Tabela 1). Entretanto, de acordo com a interacéo
sexos e tratamentos (Tabela 2), isso ocorreu apenas nos pintos do tratamento
ECI. Além disso, os pintos machos dos tratamentos NI, | e IEC néo diferiram entre
si, mas tiveram maior porcentagem de vilos duodenais normais do que os pintos
do tratamento ECI, enquanto que nos pintos fémeas nao houve diferenca entre
nenhum dos quatro tratamentos.

No 3° dia, ndo houve diferenca significativa entre os sexos e nem entre 0s
tratamentos, e todas as aves apresentaram 100% de vilos normais.

No 5° dia, ao contrario do observado no 1° a porcentagem de vilos
duodenais normais foi maior nos machos do que nas fémeas. Todavia, a interacao
entre sexos e tratamentos mostrou que iSSO ocorreu apenas para pintos dos
tratamentos NI e I, pois nos dois outros tratamentos (IEC e ECI) ndo ocorreu
diferenca entre os sexos. A interacdo também registrou que, no 5° dia pos-
infeccdo, as fémeas NI, | e IEC apresentaram uma reducdo da porcentagem de
vilos duodenais normais em comparacdo com as fémeas do tratamento ECI, ao
contrario dos machos que ndo apresentaram efeito dos tratamentos sobre esse
parametro.

No 7° dia pos-infeccdo, houve efeito principal significativo (p<0,05) apenas
dos tratamentos, sendo que os pintos do tratamento IEC ndo mostraram nenhum
vilo duodenal normal, enquanto que o0s pintos dos demais tratamentos

apresentaram porcentagem similares de vilos normais. Entretanto, segundo
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interagdo sexo e tratamentos, esses dados foram encontrados apenas nos
machos, pois nas fémeas do tratamento IEC e do tratamento NI ndo foram
registrados vilos duodenais normais. Além disso, a interacdo também registrou a
ocorréncia de maior porcentagem de vilos duodenais normais nos machos do que
nas fémeas, no tratamento NI, e maior nas fémeas do que nos machos, no
tratamento ECI.

Em relacdo ao jejuno, ndo foram registrados efeitos principais significativos
(p>0,05) dos tratamentos e/ou sexo em nenhum dos dias pés-infeccdo analisados.

Entretanto, foi registrada interacao significativa entre sexos e tratamentos
no 5° dia poés-infecgdo (Tabs. 1 e 2), mostrando que nas fémeas ndo houve
diferencas entre os tratamentos, mas que o0s pintos machos do tratamento ECI
apresentaram reducao dos valores de vilos jejunais normais em comparacao aos
demais tratamentos (NI, | e IEC). Além disso, diferenca entre os sexos foi
registrada no tratamento ECI, sendo que o0s pintos machos apresentaram
porcentagem menor de vilos jejunais normais do que as fémeas.

No que se refere as porcentagens de vilos normais no ileo (Tabelas 1 e 2),
houve efeito significativo (p<0,05) dos tratamentos e interagdo significativa
(p<0,05) entre sexos e tratamentos apenas no 5° dia pdés-infeccdo, bem como
efeitos significativos dos sexos e tratamentos no 7° dia pos-infeccao.

No 5° dia, os pintos dos tratamentos I, IEC e ECI tiveram porcentagens
similares de vilos normais no ileo, mas maiores do que as observadas para as
aves do tratamento NI. Todavia, segundo interacdo sexos e tratamentos (Tabela
2), iSSO ocorreu apenas nos pintos fémeas. Além disso, a diferenca entre 0s sexos
foi registrada apenas no tratamento NI, sendo que os machos apresentaram maior
porcentagem de vilos iliacos normais do que as fémeas. No 7° dia pos-infeccéo, a
porcentagem de vilos iliacos normais foi maior nos machos do que as fémeas, e
menor nos pintos do tratamento IEC do que nos demais tratamentos, 0s quais nédo

diferiram entre si para este parametro.
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Tabela 1.Efeitos dos sexos e tratamentos sobre a porcentagem de vilos normais
da mucosa do duodeno, jejuno e ileo em pintos de corte.Jaboticabal,

2006
1° 3° 50 7°
Duodeno
Sexo (S)
M 81,30 b 100,00 a 54,20 a 43,80 a
F 100,00 a 100,00 a 1450 b 48,80 a
Tratamentos (T)
NI 100,00 a 100,00 a 33,40 a 50,00 a
I 100,00 a 100,00 a 52,10 a 77,00 a
IEC 100,00 a 100,00 a 12,50 a 0,00 b
ECI 62,50 b 100,00 a 39,40 a 58,00 a
Probabilidade
S 0,0060 * 0,9999 " 0,0030 * 0,6620 "
T 0,0000 * 0,9999 " 0,1480 " 0,0010 *
SxT 0,0000 * 0,9999 ™ 0,0060 * 0,0000 *
C.V. (%)* 13,67 11,24 16,54 11,98
Jejuno
Sexo (S)
M 100,00 a 99,44 a 84,50 a 42,80 a
F 99,78 a 99,09 a 79,40 a 45,70 a
Tratamentos (T)
NI 99,59 a 100,00 a 75,00 a 28,90 a
I 99,96 a 97,00 a 92,00 a 60,50 a
IEC 99,99 a 100,00 a 93,00 a 50,00 a
ECI 100,00 a 100,00 a 67,00 a 37,50 a
Probabilidade
S 0,2940 " 0,7510 " 0,6250 " 0,8630 ™
T 0,4450 " 0,1560 " 0,2210 " 0,5780 "
SxT 0,4330 " 0,9560 " 0,0230 * 0,1060 "
C.V. (%)* 16,78 10,97 9,37 11,74
ileo
Sexo (S)
M 90,00 a 100,00 a 98,90 a 84,10 a
F 100,00 a 98,31 a 85,80 a 66,90 b
Tratamentos (T)
NI 100,00 a 100,00 a 69,50 b 100,00 a
I 80,10 a 98,80 a 100,00 a 95,00 a
IEC 100,00 a 97,90 a 100,00 a 18,30 b
ECI 100,00 a 100,00 a 100,00 a 88,80 a
Probabilidade
S 0,1160 ™ 0,1840 ™ 0,0540 ™ 0,0290
T 0,0720 ™ 0,5560 " 0,0050 * 0,0000 *
SxT 0,0720 " 0,5560 " 0,0170 * 0,3590 "
C.V. (%)" 12,09 8,74 15,67 13,57

T = Coeficiente de variacdo; ™ = ndo significativo; * = Significativo; a — b: Médias com letras

distintas (colunas) diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 2. Interacdo entre sexos e tratamentos para 0 numero de vilos por area e
porcentagem de vilos normais da mucosa do duodeno, em pintos de

corte, nos primeiros dias pos-infeccédo. Jaboticabal, 2006.

NI | IEC ECI
Duodeno

10 DP| M 100,00 Aa 100,00 Aa 100,00 Aa 25,00 Bb
F 100,00 Aa 100,00 Aa 100,00 Aa 100,00 Aa

50 PP M 66,75 Aa 100,00 Aa 25,00 Aa 25,00 Aa
F 0,00 Bb 4.25 Bb 0,00 Ba 53,75 Aa

20 DP| M 100,00 Aa 50,00 Aa 0,00 Ba 25,00 Ab
F 0,00 Bb 78,50 Aa 0,00 Ba 91,50 Aa

Jejuno

50 DP| M 100,00 Aa 100,00 Aa 95,50 Aa 42,75 Bb

F 50,00 Aa 85,00 Aa 91,30 Aa 91,25 Aa
lleo

50 DP| M 95,75 Aa 100 Aa 100 Aa 100 Aa

F 43,25 Bb 100 Aa 100 Aa 100 Aa

A-B, a — b: Médias seguidas de letras distintas (linhas e colunas, respectivamente) diferem
significativamente pelo teste de Tukey ( p = 0,05); M: macho, F: fémea; NI: ndo infectado com SE,
I: infectado com SE, IEC: infeccdo com SE e tratado com EC, ECI: tratado com EC e infectado

com SE.
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Porcentagens de vilos de acordo com os graus de perda de epitélio

A caracterizacdo geral e percentual dos graus de perda de epitélio
apresentados pelos vilos do duodeno, jejuno e ileo, de pintos machos e fémeas,
sdo mostrados nas tabelas 3e 4,5 e 6, e 7 e 8, respectivamente.

No 1° dia pos-infecgéo, os pintos machos e fémeas de todos os tratamentos
apresentaram 100 % de vilos duodenais normais, excec¢ao feita aos pintos machos
do tratamento ECI, os quais apresentaram 75 % de vilos alterados, sendo 50 % de
grau 2 e 25 % de grau 3.

No 3° dia pos-infec¢do, os pintos de todos os tratamentos, em ambos 0s
sexos, apresentaram 100 % de vilos duodenais normais, valendo ressaltar que os
pintos machos do tratamento ECI que apresentavam apenas 25% de vilos normais
no 1° dia poés-infeccdo, passaram a apresentar 100% de vilos normais,
caracterizando um processo regenerativo da mucosa do duodeno, do 1° para o 3°
dia pos-infeccéo.

No 5° dia pés-infeccdo, nos machos dos tratamentos NI, IEC e ECI ocorreu
perda de epitélio graus 2 e/ou 3, enquanto que nas fémeas apenas do tratamento
IEC a porcentagem de vilo duodenal com grau 3 foi alta. Todavia, 0s pintos
fémeas dos tratamentos NI e IEC n&o apresentaram vilos duodenais normais e
tiveram alta porcentagem de vilos duodenal com perda de epitélio grau 2. J& nos
machos, os pintos do tratamento | tiveram baixa taxa de vilos normais e altas
porcentagens de vilos com perda de epitélio grau 2 e grau 3. Por sua vez, 0s
pintos machos do tratamento ECI apresentaram alta taxa de vilos duodenais
normais e com grau 2 de perda de epitélio e baixa taxa de vilo com perda de
epitélio grau 3. Essa perda de epitélio registrada no 5° dia em todos os
tratamentos e em ambos 0s sexos, excecdo feita aos machos do tratamento I,
provavelmente indicam que a taxa de extrusdo do epitélio intestinal estd maior que
a taxa de atividade mitética da regido de transicdo cripta-vilo, cujas células séao
impelidas para o topo do vilo.

Ja no 7° dia poés-infecgcdo, os pintos machos (Tabela 3) do tratamento NI

apresentaram todos os vilos duodenais normais. Por sua vez, os pintos machos



91

do tratamento | apresentaram 50% dos vilos com grau 2, os do tratamento ECI
apresentaram vilos com grau 2 (53,50%) e 3 (21,50%), e os do tratamento IEC,
mais afetados, apresentaram vilos com grau 2 (50%), 3 (1,39%), 4 (45,83%) e 6
(2,78%). Nas fémeas (Tabela 4), os pintos do tratamento NI apresentaram-se
100% dos vilos duodenais com perda de epitélio grau 2, enquanto que 0s pintos
dos tratamentos | e ECI apresentaram apenas 21,5 e 8,5 % de vilos com grau 2,
respectivamente, e os do tratamento IEC apresentaram vilos com grau 2 (79%) e 3
(21%).



Tabela 3.
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Porcentagens de vilos, de acordo com grau de perda de epitélio (0+1, 2,
3, 4,5e6) (segundo GOMIDE JUNIOR et al., 2004), no duodeno de
pintos de corte, machos, nos primeiros dias pos-infeccdo (1, 3, 5 e 7
dias), de acordo com os tratamentos (NI: ndo infectado com SE, I
infectado com SE, IEC: infeccdo com SE e tratado com EC, ECI: tratado
com EC e infectado com SE). Jaboticabal, 2006.

Tratamentos Grau 0O+l Grau2 Grau3 Grau4 Graub Grau 6

1° Dia pés-infeccéao

NI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

I 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

IEC 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

ECI 25,00 50,00 25,00 0,00 0,00 0,00
3° Dia pos-infeccao

NI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

I 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

IEC 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

ECI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5° Dia pos-infeccao

NI 66,75 29,25 4,00 0,00 0,00 0,00

I 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

IEC 25,00 0,00 75,00 0,00 0,00 0,00

ECI 25,00 56,50 18,50 0,00 0,00 0,00
7° Dia pés-infeccéo

NI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

I 50,00 50,00 0,00 0,00 0,00 0,00

IEC 0,00 50,00 1,39 45,83 0,00 2,78

ECI 25,00 53,50 21,50 0,00 0,00 0,00

N = 4 aves/tratamento.
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Tabela 4. Porcentagens de vilos, de acordo com grau de perda de epitélio (0+1, 2,
3, 4,5 e 6) (segundo GOMIDE JUNIOR et al., 2004) no duodeno de
pintos de corte, fémeas, nos primeiros dias pos-infec¢do (1, 3, 5 e 7
dias), de acordo com os tratamentos (T) (NI: ndo infectado com SE, I:
infectado com SE, IEC: infeccdo com SE e tratado com EC, ECI: tratado
com EC e infectado com SE). Jaboticabal, 2006.

Tratamentos Grau O+1 Grau 2 Grau 3 Graud4 Grau5 Graub
1° Dia pés-infeccéao

NI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
I 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
IEC 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ECI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3° Dia pos-infeccao
NI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
I 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
IEC 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ECI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5° Dia pos-infeccao
NI 0,00 94,75 5,25 0,00 0,00 0,00
I 4,17 56,83 39,00 0,00 0,00 0,00
IEC 0,00 95,59 4,50 0,00 0,00 0,00
ECI 53,80 42,25 3,95 0,00 0,00 0,00
7° Dia pOs-infeccéo
NI 0,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
I 78,50 21,50 0,00 0,00 0,00 0,00
IEC 0,00 79,00 21,00 0,00 0,00 0,00
ECI 91,48 8,52 0,00 0,00 0,00 0,00

N = 4 aves/tratamento.



94

Em relacdo ao jejuno, verificou-se que no 1° e 3° dias pds-infecgéo,
praticamente todas as aves de ambos 0s sexos e de todos os tratamentos
apresentaram 100% de vilos jejunais normais. Apenas os pintos infectados (I) e de
ambos 0s sexos apresentaram uma pequena percentagem de vilos com perda de
epitélio grau 2.

JaA no 5° dia poés-infeccdo, os pintos machos do tratamento ECI
apresentaram vilos jejunais com grau 2 (32,25 %), 3 (22,50%) e 4 (2,05%),
enquanto que os machos dos demais tratamentos apresentaram 100% de vilos
jejunais normais. Nas fémeas, vilos jejunais com perda de epitélio grau 2 foram
observados nos tratamentos | (15%), IEC (8,7%) e ECI (8,75%), enquanto que no
tratamento NI foram registrados apenas vilos normais (100 %).

Por sua vez, no 7° dia pés-infeccdo, os pintos machos do tratamento NI
apresentaram 50% de vilos jejunais com perda de epitélio grau 2, os do tratamento
| tiveram vilos com grau 2 (24,24%) e 3 (4,76), os do tratamento IEC tiveram
metade dos vilos do com grau 4, e os do tratamento ECI apresentaram 100% de
vilos alterados (89,9 % de grau 2 e 10,10% de grau 3). Em relacdo as fémeas, no
tratamento NI foi registrado cerca de 41 % de vilos jejunais com perda de epitélio
grau 2, nos tratamentos | e IEC foram 50% de vilos alterados (grau 4 para o
tratamento | e grau 2 para o tratamento IEC), e no tratamento ECI apenas 25% de

vilos eram alterados e todos de grau 2.
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Tabela 5. Porcentagens de vilos, de acordo com grau de perda de epitélio (0+1,
2,3, 4,5 e 6) (segundo GOMIDE JUNIOR et al., 2004) no jejuno de
pintos de corte, machos, nos primeiros dias pés-infeccéo (1, 3, 5e 7
dias), de acordo com os tratamentos (T) (NI: ndo infectado com SE, I:
infectado com SE, IEC: infeccdo com SE e tratado com EC, ECI:
tratado com EC e infectado com SE). Jaboticabal, 2006.

Tratamentos Grau 0+1 Grau 2 Grau 3 Grau 4 Grau 5 Grau 6

1° Dia p6s-infeccéao

NI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
I 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
IEC 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ECI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3° Dia poOs-infeccao
NI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
I 97,75 2,25 0,00 0,00 0,00 0,00
IEC 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ECI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5° Dia pos-infeccéo
NI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
I 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
IEC 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ECI 42,75 32,25 22,50 2,50 0,00 0,00
7° Dia pOs-infeccéo
NI 50,00 50,00 0,00 0,00 0,00 0,00
I 71,00 24,24 4,76 0,00 0,00 0,00
IEC 50,00 0,00 0,00 50,00 0,00 0,00
ECI 0,00 89,81 10,19 0,00 0,00 0,00

N = 4 aves/tratamento.
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Porcentagens de vilos, de acordo com grau de perda de epitélio (0+1, 2,
3,4,5e6) (segundo GOMIDE JUNIOR et al., 2004) no jejuno de pintos
de corte, fémeas, nos primeiros dias pés-infeccdo (1, 3, 5 e 7 dias), de
acordo com os tratamentos (T) (NI: ndo infectado com SE, I infectado
com SE, IEC: infecgdo com SE e tratado com EC, ECI: tratado com EC
e infectado com SE). Jaboticabal, 2006.

Tratamentos Grau 0+1 Grau 2 Grau 3 Grau 4 Grau 5 Grau 6

1° Dia pos-infecgao

NI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
I 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
IEC 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ECI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3° Dia pos-infeccao
NI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
I 96,30 3,70 0,00 0,00 0,00 0,00
IEC 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ECI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5° Dia pos-infeccéo
NI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
I 85,00 15,00 0,00 0,00 0,00 0,00
IEC 91,30 8,70 0,00 0,00 0,00 0,00
ECI 91,25 8,75 0,00 0,00 0,00 0,00
7° Dia pOs-infeccéo
NI 58,56 41,41 0,00 0,00 0,00 0,00
I 50,00 0,00 0,00 50,00 0,00 0,00
IEC 50,00 50,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ECI 75,00 25,00 0,00 0,00 0,00 0,00

N = 4 aves/tratamento.
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No ileo, no 1° dia pés-infecgéo, todos os tratamentos, de ambos 0s sexos,
apresentaram 100% de vilos normais no ileo, excecéo feita aos pintos machos do
tratamento |, os quais apresentaram 36,21 % de vilos com grau 2 e 3,60% de vilos
com grau 3.

No 3° dia pés-infeccdo, foi observado a regeneracdo tissular dos vilos
iliacos dos machos do tratamento I, ou seja, 0s machos de todos os tratamentos
apresentaram 100% de vilos normais. Os pintos fémeas dos tratamentos | e IEC
apresentaram pequena porcentagem de vilos iliacos com perda de epitélio grau 2
(2,5 e 4,25%, respectivamente).

JA& no 5° dia pos-infeccdo, apenas os machos do tratamento NI
apresentaram perda de epitélio grau 2 e em baixa porcentagem (4,25%) no ileo.
Os machos dos demais tratamentos apresentaram 100% de vilos iliacos normais.
Nas fémeas dos tratamentos |, IEC e ECI ocorreram 100% de vilos normais no
ileo, enquanto que nos pintos do tratamento NI foram registrados cerca de 56% de
vilos alterados, sendo 49% de grau 2 e 7 % de grau 3.

Por sua vez, no 7° dia pos-infec¢do, os machos dos tratamentos NI, | e ECI
apresentaram 100% de vilos iliacos normais, enquanto que nos machos do
tratamento IEC cerca de 64% de vilos iliacos encontravam-se alterados, sendo
13% de grau 2 e 50% grau 4. Nas fémeas, apenas os pintos do tratamento NI
apresentaram 100% de vilos iliacos normais. Os pintos do tratamento IEC,
similarmente aos machos, foram o0s pintos que apresentaram as maiores lesdes
tissulares (25% grau 3 e 75% grau 4). Ainda sobre as fémeas, os pintos dos
tratamentos | e ECI apresentaram respectivamente 10 e 25% de vilos iliacos com

perda epitelial de grau 2, respectivamente.
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Tabela 7. Porcentagens de vilos, de acordo com grau de perda de epitélio (0+1,
2,3,4,5e6) (segundo GOMIDE JUNIOR et al., 2004) no ileo de
pintos de corte, machos, nos primeiros dias pos-infeccdo (1, 3, 5e 7
dias), de acordo com os tratamentos (T) (NI: n&o infectado com SE, I:
infectado com SE, IEC: infeccdo com SE e tratado com EC, ECI:
tratado com EC e infectado com SE). Jaboticabal, 2006.

Tratamentos Grau 0+1 Grau 2 Grau 3 Grau 4 Grau 5 Grau 6
1° Dia p6s-infeccéo

NI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
I 60,19 36,21 3,60 0,00 0,00 0,00
IEC 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ECI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3° Dia po6s-infeccao
NI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
I 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
IEC 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ECI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5° Dia pos-infeccao
NI 95,75 4,25 0,00 0,00 0,00 0,00
I 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
IEC 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ECI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7° Dia pos-infeccao
NI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
I 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
IEC 36,50 13,50 0,00 50,00 0,00 0,00
ECI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

N = 4 aves/tratamento.
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Tabela 8. Porcentagens de vilos, de acordo com grau de perda de epitélio (0+1,
2,3,4,5e6) (segundo GOMIDE JUNIOR et al., 2004) no ileo de
pintos de corte, fémeas, nos primeiros dias pos-infec¢ao (1, 3, 5e 7
dias), de acordo com os tratamentos (T) (NI: n&o infectado com SE, I:
infectado com SE, IEC: infeccdo com SE e tratado com EC, ECI:
tratado com EC e infectado com SE). Jaboticabal, 2006.

Tratamentos Grau 0+1 Grau 2 Grau 3 Grau 4 Grau 5 Grau 6
1° Dia pés-infeccéo

NI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
I 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
IEC 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ECI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3° Dia p6s-infeccao
NI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
I 97,50 2,50 0,00 0,00 0,00 0,00
IEC 95,75 4,25 0,00 0,00 0,00 0,00
ECI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5° Dia pos-infeccao
NI 43,25 49,25 7,50 0,00 0,00 0,00
I 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
IEC 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ECI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7° Dia pos-infeccéo
NI 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
I 90,00 10,00 0,00 0,00 0,00 0,00
IEC 0,00 0,00 25,00 75,00 0,00 0,00
ECI 77,50 22,50 0,00 0,00 0,00 0,00

N = 4 aves/tratamento.
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Presenca e extensao de células apoptoticas

A presenca e extensdo de células apoptéticas ndo foi observada em
nenhum dos cortes histolégicos analisados, esses dados indicam que a infeccéo
por Salmonella Enteritidis ndo induz este tipo de morte celular no epitélio intestinal

das aves.
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DISCUSSAO

Os dados do presente estudo mostraram que o0s pintos controles (NI)
apresentam uma intensa renovacao epitelial no duodeno a partir do 5° dia, no
jejuno ao 7° dia e no ileo ao 5° dia de vida. E conhecido que o intestino apresenta
alterac6es morfo-funcional pés-eclosdo em adaptacdo a racdo exdgena ingerida,
bem como em adaptacdo a exposicdo e a colonizacao intestinal por microbiota
(KELLY et al., 1992; NOY & SKLAN, 1997; KOJIMA et al., 1999). Sendo assim, é
possivel que a perda acentuada de epitélio intestinal ao final da primeira semana
de vida represente um processo rapido de renovacdo celular para aquisicdo de
células epitelias com caracteristicas morfo-funcionais adequadas a digestéo e
absorcdo, bem como protecdo epitelial frente a nova digesta e colonizagao
intestinal.

Além de registrarem uma dinamica funcional distinta entre os segmentos
intestinais, nossos dados também mostram que a dindmica de perda de epitélio
duodenal e iliaca difere entre os sexos, o que também foi constatado por GOMIDE
JR et al. (2004) para pintos em condicdes de jejum. No duodeno, a perda de
epitélio foi mais acentuada e longa nas fémeas do que nos machos. No ileo, ela foi
focada no 5° dia, mas também foi mais acentuada nas fémeas do que nos
machos. Esses resultados indicam uma adaptacdo mais rapida e mais intensa do
sexo feminino do que do masculino a dieta exdgena, o0 que pode estar relacionado
com o maior peso corporal registrado aos 7 dias de idade para pintos fémeas em
relagao aos pintos machos.

Apos a eclosdo, o intestino delgado passa a ser colonizado por rica
microbiota, podendo a mesma incluir agentes patogénicos ou ndo (FOWLER &
MEAD, 1989; OLIVEIRA et al., 2000). Independentemente do sexo e do segmento
intestinal, a dindmica de renovacédo de epitélio intestinal apresentada pelos pintos
nao infectados envolveu no maximo perda de epitélio grau 2, mostrando que o
processo ndo envolve grandes perdas de epitélio, as quais poderiam expor as

aves de forma mais facil e acentuada a patdégenos entéricos.
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Os pintos infectados por SE n&do apresentaram alteracdes significativas na
dinamica epitelial geral do intestino delgado em relagéo aos pintos néo infectados,
indicando auséncia de efeito significativo da infeccdo sobre a integridade do
epitélio intestinal. Considerando que o 0rgdo de eleicdo para o alojamento e
proliferacéo intestinal da SE s&o os cecos (DAY, 1992; ANDREATTI FILHO et al.,
1993); E possivel que as adaptacdes gastro-intestinais digestivas e de protecio
frente a nova dieta e microbiota ndo propiciem a instalacédo e proliferacdo das
mesmas no intestino delgado. Em relacdo aos graus de perda de epitélio, apenas
do duodeno das fémeas e no 5° dia de vida ocorreu pequena porcentagem de
perda de epitélio grau 3, representativo de um efeito muito leve e focal da infec¢é@o
sobre a perda de epitélio.

De acordo com os dados, pintos machos tratados com EC apés a infec¢éo
por SE (IEC) mostraram alteracdo na dindmica de perda ou renovacéo do epitélio
intestinal. Em relagdo ao duodeno, eles apresentaram uma alteracdo drastica da
dindmica de renovacao celular, apresentando um perfil mais acentuado (graus 2,
3 e/ou 4) e longo de perda de epitélio duodenal do que os machos néo infectados.
Em relacdo ao sexo oposto, eles mostraram um perfil similar ao apresentado pelas
fémeas do mesmo tratamento, que coincide com o das fémeas néo infectadas,
porém com graus de perda de epitélio maiores (graus 3 e 4). Os pintos do
tratamento IEC ndo apresentaram efeito do tratamento também no jejuno e ileo,
segmentos nNos quais apresentaram graus mais acentuados de perda de epitélio
(graus 3 e/ou 4) do que os machos (grau 2) e as fémeas (grau 2 e 3) nao
infectados e do que as fémeas do mesmo tratamento (grau 2). Esses dados
chamam atencdo por mostrarem que o tratamento com EC apos infeccéo
aumentou a perda de epitélio pelos vilos. Considerando que a microbiota intestinal
também contém organismos promotores de crescimento (ZIPRIN et al., 1993;
NISBET et al., 1994; HOLLISTER et al., 1995) é possivel que o tratamento por EC
esteja atuando de forma direta ou indireta como acelerador do processo de
renovacéao celular e desenvolvimento dos vilos nos pintos machos.

Os pintos machos tratados com EC antes da infeccdo também tiveram uma

perda mais acentuada (graus 2 e 3) e longa de epitélio duodenal e jejunal do que
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os pintos machos néo infectados, mais acentuada do que as fémeas de mesmo
tratamentos, mas muito proxima a apresentada pelas fémeas nao infectadas.
Esses dados mostram que tratamento com EC antes da infeccdo com SE agem
sobre o epitélio intestinal de forma similar ao tratamento realizado apés a infec¢éo,
reforcando a possibilidade da EC estar acelerando o processo de renovacgdo
celular nos machos, provavelmente via agcdo como promotor de crescimento dos
vilos. Ao mesmo tempo, nossos dados também reforcam os dados de GOMIDE et
al., 2004), segundo os quais o intestino dos machos seria mais susceptivel a
perda de epitélio do que fémeas.

Em suma, o presente trabalho mostra que os vilos do intestino delgado dos
pintos de corte apresentam um processo grande de renovacéo celular ao final da

primeira semana de vida e que EC acelera ou acentua o0 processo.
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CAPITULO 4 - AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO DA MUCOSA
INTESTINAL DE PINTOS DE CORTE DE AMBOS OS SEXOS SUBMETIDOS
AO TRATAMENTO POR EXCLUSAO COMPETITIVA ANTES E APOS
INFECCAO EXPERIMENTAL POR SALMONELLA ENTERITIDIS

Avaliacdo do desenvolvimento da mucosa intestinal de pintos de corte de
ambos os sexos submetidos ao tratamento por exclusdo competitiva antes e

apoés infeccdo experimental por Salmonella Enteritidis

RESUMO - O presente experimento foi realizado com o objetivo de avaliar
o desenvolvimento da mucosa intestinal de pintos de corte submetidos ao
tratamento por exclusdo competitiva (EC) antes e apds infeccdo experimental por
Salmonella Enteritidis (SE). Foram utilizados 128 pintos, distribuidos num
delineamento ao acaso com esquema fatorial 2 x 4, onde 2 € o nimero de sexos e
4 o numero de tratamentos (NI: ndo infectados com SE - Controle; I. infectados
com SE; IEC: infectados com SE e tratados com EC 24 h apds infeccdo; ECI:
tratados com EC e infectados com SE 24 h ap6s tratamento). Os animais foram
sacrificados com 1, 3, 5 e 7 dias pos-infeccao (dpi) para obtencdo das amostras
do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo). Os dados do presente trabalho
mostraram que o desenvolvimento da mucosa intestinal dos pintos de corte é
influenciado pelo sexo e pelos tratamentos, que os efeitos de ambos podem diferir
entre 0s segmentos intestinais, e que os sexos podem responder de forma distinta
aos tratamentos. Do ponto de vista pratico, evidenciou-se que a infec¢cdo por SE
influencia negativamente o crescimento dos vilos dos trés segmentos intestinais
na primeira semana de vida dos pintos, mas ndo de forma continua, e que
tratamento com EC antes da infeccdo evita os efeitos da infecgdo sobre o

desenvolvimento dos vilos do duodeno e ileo.

Palavras-Chave: Salmonella Enteritidis, Exclusdo Competitiva, Intestino, Aves.
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CHAPTER 4 - EVALUATION OF INTESTINAL MUCOSA DEVELOPMENT OF
YOUNG CHICKENS FROM BOTH SEXES SUBMITTED TO COMPETITIVE
EXCLUSION TREATMENT BEFORE AND AFTER EXPERIMENTAL INFECTION
WITH SALMONELLA ENTERITIDIS

Evaluation of intestinal mucosa development of young chickens from both
sexes submitted to competitive exclusion treatment before and after

experimental infection with Salmonella Enteritidis

SUMMARY - The present experiment was carried out with the objective to
evaluate the development of intestinal mucosa of young chickens submitted to
competitive exclusion treatment (CE) before and after experimental infection with
Salmonella Enteritidis (SE). 128 young chickens, distributed in completely
randomized design in 4 x 2 factorial arrangement, where 2 are the number of sex
and 4 the number of treatments (NI: not infection with SE - Control; I: infection with
SE; ICE: infection with SE and treated with CE 24 h after infection; CEIl: treated
with CE and infection with SE 24 h after treatment). The animals had been
sacrificed with 1, 3, 5 and 7 days post infection (dpi) for attainment of the samples
from thin intestine (duodenum, jejunum and ileum). The data of the present work
had shown that the intestinal mucosa development of young chickens is influenced
by the sex and the treatments, that the effect of both can differ between the
intestinal segments, and that the sexes can answer of distinct form to the
treatments. Of the practical point of view, it was proven that the infection for SE
influences in negative way the growth of the vilos from the three intestines
segments in the first week of life of the young chickens, but not in continuous form,
and that treatment with CE before the infection prevents the effect of the infection

on the development of the vilos from duodenum and ileum.

Key-words: Salmonella Enteritidis, Competitive Exclusion, Intestine, Chickens.
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INTRODUCAO

A primeira semana de vida do frango de corte equivale a 17% do tempo
entre eclosdo e idade de abate (42 dias). ApGs a ecloséo, o trato gastrintestinal
sofre grandes alteracbes morfologicas e fisiolégicas, que proporcionam aumento
da area de superficie de digestdo e absorcao intestinais (OVERTON & SHOUP,
1964). Entre essas alteracOes, destacam-se 0S aumentos no comprimento do
intestino, na altura e densidade dos vilos e, consequentemente, no niamero de
enterocitos, células caliciformes e células enteroendocrinas (BARANYIOVA &
HOLMAN, 1976). Esse processo decorre primariamente de dois eventos
citologicos associados: renovacao celular (proliferacdo e diferenciacdo) resultantes
das divisdes mitéticas sofridas por células totepotentes (stem cell) localizadas na
cripta e ao logo dos vilos (UNI, 1998), e perda de células (extrusdo), que ocorre
normalmente no apice dos vilos.

Conforme mencionado por MAIORKA et al. (2002), o equilibrio entre esses
dois processos (proliferacao e extrusdo) possibilita a manutencéo do tamanho dos
vilos e, portanto, a manutencdo da capacidade digestiva e absortiva. Quando o
intestino responde a algum agente com um desequilibrio da renovacao celular
(“turnover”) a favor de um desses processos, ocorre uma modificagdo na altura
dos vilos. Assim, se ocorrer um aumento na taxa de mitose com auséncia,
diminuicdo ou manutencdo da taxa de extrusdo, devera haver um aumento no
namero de células e, conseqiientemente, um aumento no tamanho dos vilos. Se o
estimulo levar a um aumento na taxa de extrusdo, havendo manutengdo ou
diminuicdo da taxa de proliferacéo, o intestino devera responder com uma reducao
no tamanho dos vilos e, consequiientemente, com uma diminuicdo em sua area de
digestdo e absorcao.

Segundo ELIA et al. (2002), o trato gastrintestinal apresenta a maior
interface do organismo com 0 meio externo, sendo, portanto, a porta de entrada
para a maioria dos patdégenos entéricos. VISEK (1978), demonstrou que, quando o
trato digestério € submetido a injarias, seja por agentes fisicos, quimicos ou

biolégicos, o organismo da ave responde a agressao por meio de um processo
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inflamatorio, podendo ocorrer, conseqiientemente, aumento de renovacéo celular,
diminuicdo dos vilos e diminuicdo da atividade digestiva e absortiva. Assim, as
enfermidades entéricas, além de causar a doenca clinica, podem comprometer o
desempenho da ave por prejudicar o desenvolvimento do trato gastrintestinal.

Dessa forma, a manutencdo da integridade morfo-funcional do trato
gastrintestinal € um fator importante para o controle da saude animal e da
manutencao de um alto nivel de crescimento.

Exclusdo Competitiva (EC) ou Conceito de "Nurmi" € um método alternativo
para o controle de enfermidades entéricas e que vem mostrando-se eficaz durante
anos. Ele consiste na administracao intestinal de microbiota intestinal de aves
adultas em aves recém eclodidas, com o intuito de excluir a presenca de
microrganismos indesejaveis devido a aceleracdo da colonizacdo intestinal por
microrganismos benéficos (NURMI & RANTALA, 1973).

O objetivo do presente estudo foi analisar o efeito do tratamento com EC
antes e apos a infeccdo experimental por Salmonella Enteritidis sobre o
desenvolvimento da mucosa intestinal de pintos de corte durante a primeira

semana de vida.
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MATERIAL E METODOS

Aves e Tratamentos

O presente experimento foi realizado entre os meses de junho e julho de
2006 nos Laboratérios de Ornitopatologia do Departamento de Patologia
Veterinaria e Histologia/Embriologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal da FCAV — UNESP - Jaboticabal.

Foram utilizados 128 pintos recém-eclodidos (64 machos e 64 fémeas) de
linhagem de corte (Cobb® 500), provenientes de matrizes com 32 semanas de
idade. Inicialmente foram realizados suabes do mecbnio das caixas, para
confirmar auséncia de Salmonella Enteritidis. O sexo das aves foi confirmado pela
analise das gbnadas, as quais estdo presentes em numero par nos machos e
impar nas fémeas. As aves foram divididas em 2 grupos, machos e fémeas, e
para cada sexo separadas em 4 outros tratamentos com 4 repeticdes de 16 aves:

¢ NI: ndo infectados com Salmonella Enteritidis (Controle);

e | infectados com Salmonella Enteritidis;

e |EC: infectados com Salmonella Enteritidis e tratados com excluséo
competitiva (EC) 24 h ap0s infeccao;

e ECI: tratados com EC e infectados com Salmonella Enteritidis 24 h apds
tratamento

Todas as aves foram acondicionadas em caixas de madeira teladas,
previamente desinfetadas, em sala climatizada a 33°C. Elas foram alimentadas
com agua e racao (22% PB, 2.900 Kcal EM/Kg, isenta de antimicrobianos e
anticoccidianos) “ad libitum”. A cama composta de maravalha foi autoclavada
antes do uso.

Os pintos foram analisados quanto a parametros intestinais com 1, 3, 5e 7
dias pos-infeccdo, sendo utilizados 4 pintos por grupo, um de cada repeticéo,
considerando-se cada ave uma parcela.

Os animais foram sacrificados por meio de deslocamento cervical e durante
a necropsia foi coletado as trés regides do intestino delgado (duodeno, jejuno e

ileo) para mensuracdes dos parametros intestinais.
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Bactéria, Inoculacdo e Contagem de Colbnias

Foi utilizado um mutante espontaneo de Salmonella Enteritidis, resistente
ao acido nalidixico e a espectinomicina (SE NalSpec), mantido pelo Laboratério de
Ornitopatologia da FCAV-Unesp de Jaboticabal.

A cultura e o in6culo foram preparados seguindo a metodologia adotada por
OLIVEIRA et al. (2000), como segue: a cultura foi preparada em caldo nutriente
(OXOID CM 67) e incubada sob agitacao (100 movimentos/minuto) a 37°C durante
24 horas. O in6culo foi preparado a partir desta cultura (1,2 x 10° células viaveis
por mL de cultivo), diluindo-se 1mL de cultura (1:1000) em caldo nutriente. Foi
realizada administracdo esoféagica de 100 uL de SE NalSpec por ave, utilizando-se
uma canula. Para contagem de Salmonella seguiu 0 modelo empregado por
BARROW et al. (1987), como descrito a seguir: colheu-se o conteudo cecal, que
foi diluido a 1:10 em solucéo salina tamponada (PBS pH 7,4). Em seguida, 0,1mL
desta suspenséo foi submetida a 5 diluicBes decimais seriadas (até 1:10°). Foi
plaqueado 0,1ml de cada uma das diluicdes em agar verde brilhante contendo
acido nalidixico (100ug/mL) e espectinomicina (100ug/mL). A contagem das
colénias foi realizada apos 24 horas de incubacdo a 37°C e os dados foram
expressos como numero de unidades formadoras de colénia (UFC) por grama de
contetudo cecal. Estes valores foram transformados em logi, para analise e
interpretacdo dos resultados. Contagens (log10) inferiores a 2 UFC de SE foram

indicativas de auséncia da bactéria.

Exclusdo Competitiva (EC)

Foi efetuada seguindo a metodologia adotada por OLIVEIRA et al. (2000).
Uma suspenséo de cultura fecal foi obtida misturando-se fezes frescas de aves
adultas saudaveis com caldo nutriente (1:10 Peso/Volume). A mistura foi mantida
em estufa a 37°C por 24 horas, para crescimento da microbiota intestinal. Em
seguida, 0,1 mL da parte liquida foi inoculada endoesofagicamente, de forma

similar a descrita no item anterior.
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Microscopia Eletronica de Varredura

Para a analise da densidade dos vilos, amostras do duodeno, jejuno e ileo
(3 cm de comprimento) foram abertas longitudinalmente pela borda mesentérica,
estendidas pela tunica serosa e lavadas delicadamente com tampéao fosfato 0,1M
pH 7,4 (para retirada de restos de alimento e muco) e estiradas sobre papel. As
amostras foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato por 24 horas a
4°C e pos-fixadas em tetroxido de 6smio 1 % por 2 horas. Em seguida, elas foram
lavadas com a mesma solucdo tampao acima citada, para retirada do fixador, e
desidratadas em série de concentragdo crescente de etanol (50, 60, 70, 80, 90,
100%). As amostras foram, entdo, submetidas a obtencdo do ponto critico de
secagem (BAL-TEC), fixadas e orientadas em suporte de aluminio ou cobre,
metalizadas com ouro paladio (denton vacum desk Il), e fotografados em um
microscopio eletrébnico de varredura (modelo Jeol JSM 251I®), pertencente ao
laboratério de Microscopia Eletronica da FCAV, UNESP, Jaboticabal.

O numero total de vilos por area (densidade de vilos) foram determinadas
sobre quatro eletromicrografias (com area equivalente a 1.855.213,7 um?) por

segmento intestinal e por ave, num total de 4 aves por tratamento .

Microscopia de Luz

Para as analises da altura de vilo e profundidade de cripta, amostras (2 cm
de comprimento) das 3 regibes do intestino delgado foram abertas
longitudinalmente pela borda mesentérica, estendidas pela tlunica serosa, e
fixadas, imediatamente, em solucdo de Bouin por 36 horas. Em seguida, as
amostras foram lavadas em alcool 70% para a retirada do fixador e desidratadas
em série crescente de etanol, diafanizadas em xilol e incluidas em histotec,
seguindo o método de rotina para microscopia de luz. De cada segmento
intestinal foram realizados e analisados 8 cortes histolégicos seriados (5-6um de
espessura), corados com HE. Foram realizadas 30 mensuracgdes de vilo e 30 de

cripta por segmento intestinal por ave.



114

Os dados morfométricos de altura dos vilos e profundidade das criptas
intestinais (em pm) foram obtidos utilizando-se um sistema de captura e analise de

imagem (Leica).

Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) disposto
em um arranjo fatorial 2 x 4, onde 2 é o niumero de sexos (machos e fémeas) e 4 0
namero de tratamentos (NI: Nao infectado, I: Infectado por SE, IEC: Infectado por

SE e tratado com EC e ECI: tratado com EC e infectado por SE).

Analise estatistica

Os dados referentes aos parametros intestinais foram submetidos, a cada
dia pés-infeccdo, a analise de variancia (ANOVA), sendo cada ave considerada
como uma parcela. A comparagdo de médias foi realizada pelo teste de Tukey

com nivel de significancia de 5%.



115

RESULTADOS E DISCUSSAO

Densidade dos vilos duodenais, jejunais e iliacos

As tabelas 1 e 2 e as Figuras 1-4 apresentam os dados referentes a
densidade de vilos duodenais.

A densidade dos vilos duodenais apresentou efeito significativo (p<0,05)
dos sexos e dos tratamentos apenas no 7° e no 5° dia poés-infecgéo,
respectivamente, e interacao significativa (p>0,05) entre sexos e tratamentos no 1°
dia pés-infeccéo (Tabela 1).

Assim, do 1° ao 5° dia de vida n&o foram observadas diferencas na
densidade dos vilos entre machos e fémeas (Tabela 1, Figuras 1-3). No 7° dia
pos-infeccéo, entretanto, houve diferenca entre os sexos, sendo que os machos
apresentaram maior densidade de vilos do que as fémeas (Tabela 1, Figura 4).
Contudo, segundo interacao significativa entre sexos e tratamentos (Tabela 2), no
1° dia poés-infecgdo também ocorreu diferenca entre os sexos, mas apenas nos
pintos do tratamento ECI, no qual os pintos fémeas tiveram maior densidade de
vilos do que os machos (Figuras 1D e 1H). Esses dados mostraram que ocorre
uma resposta sexo-dependente sobre o desenvolvimento da mucosa do duodeno
na primeira semana de vida, mas que a ocorréncia da mesma ndo é uma
caracteristica continua.

Em relacdo aos tratamentos, no 5° dia pos-infeccdo, os pintos do
tratamento NI apresentaram maior (p<0,05) densidade de vilos do que 0s pintos
dos outros trés tratamentos (I, IEC e ECI)(Tabela 1). Segundo MACARI (1999),
uma menor contagem de vilos por area indica um maior desenvolvimento do vilo.
Todavia, as analises das fotomicrografias de varredura referentes a mesma idade
(Figura 3) mostraram que os vilos duodenais das aves dos tratamentos |, IEC e
ECI apresentaram um maior distanciamento entre eles. Considerando que as aves
dos tratamentos |, IEC e ECI (presente trabalho) receberam inoculos bacterianos,
nossos dados parecem indicar que a presenca do agente infeccioso, com ou sem

tratamento com EC, prejudicou o desenvolvimento da mucosa duodenal, ou seja,
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gue os indculos bacterianos agiram momentaneamente como agentes anti-troficos
sobre a mucosa intestinal. O efeito dos tratamentos, entretanto, foi focal e ndo foi
mais registrado a partir do 7° dia pés-infeccédo. Todavia € interessante notar que o
efeito da infeccdo, com ou sem EC, sobre a densidade de vilos ocorreu
exatamente no periodo correspondente a reducdo significativa do nimero de vilos
das aves controles, ou seja, do 3° para o 5° dia. Esses dados traduzem um
crescimento dos vilos dos pintos controles e, mais uma vez, indicam que 0s
agentes de infeccdo agiram negativamente sobre o crescimento dos vilos,
possivelmente inibindo a proliferacéo celular, que, ocorre nas criptas e ao longo
dos vilos (UNI et al., 1998; APPLEGATE et al., 1994).

Em relac&o ao jejuno, os dados sobre a densidade de vilos sdo mostrados
nas Tabelas 1 e 2 e nas Figuras 5-8. N&o foram registrados efeitos significativos
(p>0,05) dos sexos sobre a densidade de vilos jejunais em nenhuma das idades
analisadas (Tabela 1 e Figuras 5-8) e nem interacdo entre sexos e tratamentos.
Todavia, houve influéncia significativa (p<0,05) dos tratamentos sobre a densidade
de vilos jejunais, mas apenas no 5° dia pés-infeccéo.

Assim, no 5° dia pés-infeccdo, as aves do tratamento ECI apresentaram
reducdo na densidade de vilos jejunais em relacdo aos outros tratamentos (NI, | e
ECI), que nao diferiram entre si para este parametro. Considerando a relacéo
existente entre densidade e tamanho de vilos (MACARI, 1999; MAIORKA et al.,
2002), esses dados registram um maior desenvolvimento dos vilos jejunais nos
pintos do tratamento ECI. O desenvolvimento da mucosa intestinal pode ser
estimulado pela acdo de agentes troficos, os quais estimulam a proliferacao
celular resultante em aumento do tamanho dos vilos (MAIORKA et al. (2002).
Neste contexto, nossos dados sugerem uma agédo trofica da administragdo pré-
infec¢d@o do indculo sobre a mucosa do jejuno (Figuras 7D e 7H).

Os dados sobre a densidade de vilos no ileo constam das tabelas 1 e 2 e
figuras 9-12.

De acordo com os dados, houve efeito significativo (p<0,05) dos sexos

sobre a densidade de vilos no ileo apenas no 7° dia, e dos tratamentos no 1° e 7°
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dias pos-infeccdo. Além disso, houve interacdo significativa entre sexos e
tratamentos no 1° e 7° dias (Tabelas 1 e 2).

No 1° dia, segundo a interacdo entre sexos e tratamentos, houve diferencas
entre os sexos no tratamento ECI, sendo que os machos apresentaram maior
densidade de vilos do que as fémeas. Além disso, também ocorreu redugéo na
densidade de vilos nos pintos fémeas do tratamento ECI em relacdo aos demais
tratamentos (Tabelas 1 e 2, Figura 9).

No 3° e 5° dias de vida n&do foram constatadas diferencas entre 0s sexos e
nem entre os tratamentos (Tabelas 1 e 2, Figuras 10 e 11). Entretanto, no 7° dia
pbs-infeccdo, machos apresentaram maior densidade de vilos do que as fémeas,
nos pintos infectados, com ou sem EC (I, IEC e ECI). Aléem disso, ndo houve
diferenca entre os tratamentos para o0s pintos machos, mas as fémeas do
tratamento | tiveram menor densidade de vilos do que as fémeas dos outros trés
tratamentos (Tabelas 1 e 2, Figura 12).

Esses dados mostram que também no ileo diferencas na densidade de vilos
entre os sexos ocorrem de forma focal e ndo continua. Por outro lado, o fato dos
machos infectados, com ou sem EC, terem apresentado maior densidade de vilos
iliacos do que as fémeas sugere um efeito maior da infeccdo sobre os mesmos e
uma maior sensibilidade dos machos ao agente infeccioso do que as fémeas.
Maior sensibilidade dos machos do que as fémeas a tratamentos também foram
registrados para pintos de corte por GOMIDE JR et al. (2004).

Os resultados do presente estudo referentes a densidade de vilos também
mostraram que o crescimento dos vilos dos trés segmentos intestinais sdo

influenciados de forma distinta pela infeccdo com SE e tratamento com EC.
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Tabela 1. Efeitos dos sexos e tratamentos sobre o niumero de vilos por area da
mucosa do duodeno, jejuno e ileo.Jaboticabal, 2006.

1° 3° 50 7°
Duodeno
Sexo (S)
M 30,60 a 33,20 a 22,40 a 21,19 a
F 33,40 a 30,30 a 20,80 a 15,81 b
Tratamentos (T)
NI 32,00 a 27,10 a 26,10 a 21,60 a
I 35,00 a 29,60 a 19,00 b 18,30 a
IEC 28,40 a 30,60 a 20,50 b 17,00 a
ECI 32,60 a 29,60 a 20,80 b 17,10 a
Probabilidade
S 0,1500 ™ 0,2090 ™ 0,3890 ™ 0,0000 *
T 0,1150 ™ 0,1000 ™ 0,0470 * 0,0630 ™
SxT 0,0420 * 0,1240 ™ 0,1990 ™ 0,1480 ™
C.V. (%)" 16,05 14,98 11,65 14,15
Jejuno
Sexo (S)
M 79,00 a 51,40 a 33,30 a 26,70 a
F 75,50 a 45,70 a 31,90 a 28,30 a
Tratamentos (T)
NI 70,80 a 50,50 a 36,30 a 28,30 a
I 68,40 a 55,80 a 33,50 a 29,00 a
IEC 82,30 a 47,00 a 36,10 a 27,10 a
ECI 87,60 a 41,00 a 24,50 b 25,60 a
Probabilidade
Sexo (S) 0,6720 " 0,1630 " 0,6170 " 0,3330 "™
Tratamentos (T) 0,3080 ™ 0,0920 ™ 0,0110 * 0,5070 ™
SxT 0,1030 ™ 0,7510 ™ 0,1210 ™ 0,1180 ™
C.V. (%)* 16,91 17,24 10,99 13,42
ileo
Sexo (S)
M 56,50 a 57,70 a 45,60 a 36,40 a
F 64,50 a 57,40 a 46,60 a 31,80b
Tratamentos (T)
NI 77,30 a 58,40 a 44,90 a 32,00 ab
I 64,40 ab 60,30 a 47,30 a 26,50 b
IEC 56,00 ab 61,10 a 42,60 a 44,80 a
ECI 44,40 b 50,50 a 49,80 a 33,10 ab
Probabilidade
Sexo (S) 0,1880 " 0,9460 " 0,7320 " 0,0250 *
Tratamentos (T) 0,0050 * 0,1850 " 0,3570 " 0,0000 *
SxT 0,0030 * 0,5900 ™ 0,5220 ™ 0,0000 *
C.V. (%)* 9,98 14,68 19,21 12,34

! = Coeficiente de variacdo; ™ = ndo significativo; * = Significativo; a — b: Médias distintas diferem
pelo teste de Tukey (p = 0,05).
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Tabela 2. Interagdo entre sexos e tratamentos para o numero de vilos por area da
mucosa do duodeno e ileo, em pintos de corte, nos primeiros dias pos-
infecgéo. Jaboticabal, 2006.

NI I IEC ECI
Duodeno
10 DP 34,00 Aa 35,25 Aa 26,25 Aa 27,00 Ab
30,00 Aa 34,75 Aa 30,50 Aa 38,25 Aa
fleo

10 DP| 71,00 Aa 63,00 Aa 54,25 Aa 57,75 Aa
F 83,50 Aa 65,75 Aa 67,75 Aa 31,00 Bb

S 35,25 Aa 36,25 Aa 54,50 Aa 39,75 Aa

28,75 Aa 16,75 Bb 35,00 Ab 26,50 Ab

A-B, a — b: Médias seguidas de letras distintas (linhas e colunas, respectivamente) diferem
significativamente pelo teste de Tukey ( p = 0,05); M: macho, F: fémea; NI: ndo infectado com SE,
I: infectado com SE, IEC: infeccdo com SE e tratado com EC, ECI: tratado com EC e infectado
com SE.
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Figura 1. Eletromicrografia de varredura das vilosidades intestinais do duodeno no 1° dia pés-
infeccdo; A: Macho néo infectado com SE, B: Macho infectado com SE, C: Macho
infectado com SE e tratado com EC, D: Macho tratado com EC e infectado com SE, E:
Fémea nao infectada com SE, F: Fémea infectada com SE, G: Fémea infectada com SE
e tratada com EC, H: Fémea tratada com EC e infectada com SE.
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Figura 2. Eletromicrografia de varredura das vilosidades intestinais do duodeno no 3° dia poés-
infeccdo; A: Macho néo infectado com SE, B: Macho infectado com SE, C: Macho
infectado com SE e tratado com EC, D: Macho tratado com EC e infectado com SE, E:
Fémea nao infectada com SE, F: Fémea infectada com SE, G: Fémea infectada com SE
e tratada com EC, H: Fémea tratada com EC e infectada com SE.
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Figura 3. Eletromicrografia de varredura das vilosidades intestinais do duodeno no 5° dia poés-
infeccdo; A: Macho néo infectado com SE, B: Macho infectado com SE, C: Macho
infectado com SE e tratado com EC, D: Macho tratado com EC e infectado com SE, E:
Fémea nao infectada com SE, F: Fémea infectada com SE, G: Fémea infectada com SE
e tratada com EC, H: Fémea tratada com EC e infectada com SE.
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Figura 4. Eletromicrografia de varredura das vilosidades intestinais do duodeno no 7° dia pds-
infeccdo; A: Macho néo infectado com SE, B: Macho infectado com SE, C: Macho
infectado com SE e tratado com EC, D: Macho tratado com EC e infectado com SE, E:
Fémea nao infectada com SE, F: Fémea infectada com SE, G: Fémea infectada com SE
e tratada com EC, H: Fémea tratada com EC e infectada com SE.
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MACHOS FEMEAS

D H

Figura 5: Eletromicrografia de varredura das vilosidades intestinais do jejuno no 1° dia pos-

infeccdo; A: Macho néo infectado com SE, B: Macho infectado com SE, C: Macho
infectado com SE e tratado com EC, D: Macho tratado com EC e infectado com SE, E:
Fémea nao infectada com SE, F: Fémea infectada com SE, G: FEémea infectada com SE

e tratada com EC, H: Fémea tratada com EC e infectada com SE.
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MACHOS FEMEAS
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Figura 6. Eletromicrografia de varredura das vilosidades intestinais do jejuno no 3° dia p0s-

infeccdo; A: Macho n&o infectado com SE, B: Macho infectado com SE, C: Macho
infectado com SE e tratado com EC, D: Macho tratado com EC e infectado com SE, E:
Fémea nao infectada com SE, F: Fémea infectada com SE, G: Fémea infectada com SE
e tratada com EC, H: Fémea tratada com EC e infectada com SE.
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Figura 7. Eletromicrografia de varredura das vilosidades intestinais do jejuno no 5° dia poés-
infeccdo; A: Macho néo infectado com SE, B: Macho infectado com SE, C: Macho
infectado com SE e tratado com EC, D: Macho tratado com EC e infectado com SE, E:
Fémea ndo infectada com SE, F: Fémea infectada com SE, G: Fémea infectada com
SE e tratada com EC, H: Fémea tratada com EC e infectada com SE
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MACHOS FEMEAS
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Figura 8. Eletromicrografia de varredura das vilosidades intestinais do jejuno no 7° dia p0s-

infeccdo; A: Macho n&o infectado com SE, B: Macho infectado com SE, C: Macho
infectado com SE e tratado com EC, D: Macho tratado com EC e infectado com SE, E:
Fémea nao infectada com SE, F: Fémea infectada com SE, G: FEémea infectada com SE
e tratada com EC, H: Fémea tratada com EC e infectada com SE
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Figura 9. Eletromicrografia de varredura das vilosidades intestinais do ileo no 1° dia pos-infec¢éo;
A: Macho néao infectado com SE, B: Macho infectado com SE, C: Macho infectado com
SE e tratado com EC, D: Macho tratado com EC e infectado com SE, E: FEmea néao

infectada com SE, F: Fémea infectada com SE, G: Fémea infectada com SE e tratada
com EC, H: Fémea tratada com EC e infectada com SE
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Figura 10. Eletromicrografia de varredura das vilosidades intestinais do ileo no 3° dia pds-infecgéo;
A: Macho néo infectado com SE, B: Macho infectado com SE, C: Macho infectado com
SE e tratado com EC, D: Macho tratado com EC e infectado com SE, E: FEmea nédo
infectada com SE, F: Fémea infectada com SE, G: Fémea infectada com SE e tratada
com EC, H: Fémea tratada com EC e infectada com SE.
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Figura 11. Eletromicrografia de varredura das vilosidades intestinais do ileo no 5° dia pds-infecgéo;

A: Macho néao infectado com SE, B: Macho infectado com SE, C: Macho infectado com
SE e tratado com EC, D: Macho tratado com EC e infectado com SE, E: Fémea néo
infectada com SE, F: Fémea infectada com SE, G: Fémea infectada com SE e tratada
com EC, H: Fémea tratada com EC e infectada com SE.
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Figura 12. Eletromicrografia de varredura das vilosidades intestinais do ileo no 7° dia p6s-infec¢éo;

A: Macho néo infectado com SE, B: Macho infectado com SE, C: Macho infectado com
SE e tratado com EC, D: Macho tratado com EC e infectado com SE, E: FEmea néao
infectada com SE, F: Fémea infectada com SE, G: Fémea infectada com SE e tratada
com EC, H: Fémea tratada com EC e infectada com SE.
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Altura de vilo e profundidade de cripta

Nas tabelas 3, 4 e 5 sdo apresentados os dados referentes a altura dos
vilos e as profundidades das criptas para o0 duodeno, jejuno e ileo,
respectivamente.

Para altura de vilos duodenais, os dados mostraram efeito significativo
(p<0,05) dos sexos no 5° e 7° dia pés-infeccéo e dos tratamentos no 7° dia, e nao
houve interacdo entre sexos e tratamentos em nenhuma das idades analisados.

No 5° dia pos-infeccdo, as fémeas apresentaram altura de vilos
significativamente (p<0,05) maior que os machos. O contrario foi registrado no 7°
dia pos-infeccdo, sendo que os machos apresentaram vilos significativamente
(p<0,05) mais altos. Esses dados reforcam a ocorréncia de desenvolvimento sexo-
especifico da mucosa duodenal a partir do 5° até o 7° dia pos-infec¢do, também
registrado pelos dados de densidade de vilos. Além disso, eles mostram que o0s
machos apresentaram crescimento dos vilos em altura, enquanto que nas fémeas
o crescimento dos vilos foi em largura, o que explica o fato das fémeas terem
apresentado menor densidade de vilos, e que ao final da primeira semana de vida
ele é maior nas fémeas do que nos machos. Considerando que tamanho dos vilos
(largura, altura) € determinado pela relacdo entre perda e proliferacéo celular (UNI
et al., 1998), a menor altura de vilos observada para fémeas no 7° dia pode ter
sido decorrente da maior perda de epitélio (maior taxa de renovacdo celular)
apresentada pelas mesmas em relagdo aos machos (Capitulo 3).

No que diz respeito aos tratamentos, no 7° dia pos-infeccdo, os pintos dos
tratamentos NI e ECI (sem contagens significativas de SE, capitulo 2)
apresentaram valores similares de altura de vilos duodenais e significativamente
(p<0,05) maiores que os dos tratamentos | e IEC. Esses dados sédo interessantes,
pois mostram que as menores alturas de vilos foram apresentadas pelos pintos
com contagens significativas de SE (Tratamentos | e IEC) (Capitulo 2). Eles
reforcam os dados de VISEK (1978), o qual mostrou que quando o trato digestorio
€ submetido a injurias, o organismo da ave responde rapidamente mediante de um

processo de descamacdo e reacdo inflamatéria do tecido conjuntivo, com
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consequente diminui¢do dos vilos, em decorréncia, provavelmente, de aumento da
perda celular.

Em relacdo a profundidade das criptas duodenais (Tabela 3), os dados
mostraram efeito significativo (p<0,05) do sexos e tratamentos apenas no 1° dia
pés-infeccdo, e ndo foi observado interagcdo entre sexos e tratamentos em
nenhuma das idades analisadas.

No 1° dia pos-infeccdo constatou-se que 0os machos apresentaram maior
profundidade de cripta em comparacdo com as fémeas e que os pintos dos
tratamentos NI e | apresentaram criptas com profundidades similares, porém
significativamente menores (p<0,05) que os pintos dos tratamentos IEC e ECI. De
acordo com PLUSKE et al. (1997), profundidades maiores de cripta indicam maior
taxa de proliferacdo celular. Tanto machos quanto fémeas apresentaram 100% de
vilos normais no 1° dia pos-infeccdo (Capitulo 3). Assim sendo, nossos dados
sugerem que as maiores profundidades de cripta duodenal apresentadas pelos
pintos tratados com EC, antes ou apoés a infec¢do por SE, representam uma maior
taxa de proliferacdo celular, estimuladas possivelmente por uma acao tréfica da
EC sobre o processo mitético nas criptas duodenais. Todavia, como tais
diferencas entre os tratamentos ndo foram mais registradas a partir do 3° dia pés-
infecgdo, os dados traduzem uma acado focal dos inoculos bacterianos sobre a
mucosa desse segmento intestinal..

Em relacdo ao jejuno, verificou-se efeito significativo (p<0,05) dos sexos no
3° e 7° dias pos-infeccdo e dos tratamentos no 7° dia sobre a altura dos vilos
(Tabela 4). Nao foi observada interacdo entre sexos e tratamentos em nenhum
dos dias pos-infeccdo analisados.

No 3° dia pos-infeccdo, as fémeas apresentaram altura de vilos
significativamente (p<0,05) maiores do que os machos, enquanto que, no 7° dia
pos-infeccdo, os machos apresentaram valores maiores de altura de vilo. Esses
dados sao similares aos observados para o duodeno, mostrando que o efeito do
sexo esta presente e de forma similar em ambos o0s segmentos intestinais sobre a

altura dos vilos, ao final da primeira semana de vida.
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Ainda no 7° dia pés-infeccdo, constatou-se que os pintos do tratamento NI
(controle) apresentaram significativamente (p<0,05) as maiores alturas de vilos
jejunais em comparacdo aos demais tratamentos. J& os pintos dos tratamentos | e
ECl apresentaram alturas de vilos semelhantes entre si e significativamente
(p<0,05) maiores que o do tratamento IEC. Esses dados indicam um efeito
negativo do agente infeccioso sobre a mucosa jejunal. Eles também sugerem que
a EC atua de forma distinta no duodeno e jejuno, pois no duodeno apenas as aves
infectadas (presenca de SE) apresentaram reducédo nos valores de altura de vilo
em relacdo &s aves controles. Tais diferencas entre as respostas da mucosa do
jejuno e duodeno podem estar relacionadas com os dados obtidos por HARGIS et
al., (1995) e ANDREATTI FILHO et al., (1997, 2000) segundo os quais o duodeno,
juntamente com o ceco e o inglavio € um dos locais de maior importancia na
patogenia das infec¢des paratifdides nas aves.

Em relacdo as profundidades das criptas jejunais, ndo houve influéncia
significativa (p>0,05) dos sexos e/ou dos tratamentos sobre este parametro em
nenhuma das idades analisadas, nem interacdo entre sexos e tratamentos. Esses
dados mostram que, contrariamente ao observado para o duodeno, as
profundidades das criptas do jejuno independem desses fatores. Considerando,
mais uma vez, que a altura dos vilos intestinais esta relacionada diretamente com
a taxa de proliferacdo e perda celular (UNI et ., 1998, MAIORKA et al., 2002),
nossos dados também indicam que as diferencas na altura dos vilos jejunais
registradas entre 0S sSexos e entre 0s tratamentos estdo relacionadas com
diferencas na taxa de extrusdo celular e ndo de proliferacdo. Tal fato é
comprovado pelas diferentes porcentagens de vilos normais e graus de perda de
epitélio existentes entre 0s sexos e entre os tratamentos no jejuno (Capitulo 3).

Em relacdo ao ileo (Tabela 5), os dados mostram que houve efeito
significativo (p<0,05) dos sexos no 1° dia pos-infec¢ao sobre a altura de vilo e dos
tratamentos no 1° e 5° dias.

No 1° dia pés-infeccéo, as fémeas apresentaram alturas de vilos maiores do
gue os machos, e os pintos dos tratamentos NI (controle) apresentaram valores

maiores do que os demais tratamentos, os quais nao diferiram entre si para este
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parametro. Todavia, no 5° dias poOs-infeccdo, observou-se que o0s pintos dos
tratamentos | e IEC apresentaram altura de vilos similares entre si e
significativamente (p<0,05) maiores do que os pintos dos tratamentos NI e ECI,
sendo que os pintos do tratamento NI apresentaram vilos iliacos maiores que 0s
dos tratamentos ECI. Além disso, houve influéncia significativa dos tratamentos
sobre as profundidades das criptas no 3° dia pos-infeccdo, onde os pintos dos
tratamentos | e IEC apresentaram valores significativamente (p<0,05) maiores que
os dos demais tratamentos (tratamentos NI e ECI).

Esses dados referentes ao ileo mostraram que o agente infeccioso e a EC
atuam de modo distinto sobre os trés segmentos intestinais, sendo o efeito do
primeiro maior sobre o duodeno. Segundo PLUSKE et al. (1997), os maiores
valores de profundidade de cripta indicam maior proliferacéo celular. Sendo assim,
os dados de profundidade de cripta sugerem que as maiores alturas de vilos
iliacos observados nos tratamentos | e IEC no 5° dia sejam resultantes de maior
proliferacéo celular registrada no 3° dia pés-infeccao.

Em suma, os dados do presente trabalho mostraram que o
desenvolvimento da mucosa intestinal dos pintos de corte € influenciado pelo sexo
e pelos tratamentos, que os efeitos de ambos podem diferir entre 0os segmentos
intestinais, e que os sexos podem responder de forma distinta aos tratamentos.

Do ponto de vista pratico, ele mostrou que a infeccao por SE influencia
negativamente o crescimento dos vilos dos trés segmentos intestinais na primeira
semana de vida dos pintos, mas nao de forma continua, e que tratamento com EC
antes da infeccéo evita os efeitos da infeccdo sobre o desenvolvimento dos vilos

duodenais e iliacos.
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Tabela 3. Efeitos dos sexos e tratamentos sobre altura de vilo (um) e profundidade
de cripta (um) do epitélio do duodeno de pintos de corte, nos primeiros
dias pos-infeccao (1, 3, 5 e 7 dias). Jaboticabal, 2006.

Dias p06s-infeccao
10 30 50 70
Altura de vilo (um)

Sexo (S)

M 678,00 a 793,00 a 895,00 b 1012,00 a

F 684,00 a 823,00 a 975,00 a 911,00 b

Tratamentos (T)

NI 672,00 a 787,00 a 941,00 a 1057,00 a

I 647,00 a 799,00 a 855,00 a 891,00 b

IEC 708,00 a 806,00 a 958,00 a 952,00 b
ECI 696,00 a 839,00 a 987,00 a 1045,00 a

Probabilidade

S 0,7900 " 0,2790 "™ 0,0490 * 0,0050 *

T 0,3020 "* 0,5840 " 0,1240 "° 0,0000 *

SxT 0,9070 " 0,0520 "™ 0,1170 "™ 0,0510 "*

C.V. (%)* 12,36 13,34 17,90 15,88
Profundidade de cripta (um)
Sexo (S)
M 90,90 a 99,90 a 119,10 a 115,10 a
F 82,90 b 96,20 a 127,40 a 125,10 a
Tratamentos (T)

NI 83,50 b 93,30 a 108,10 a 117,80 a

I 80,20 b 100,90 a 109,70 a 118,60 a

IEC 95,80 a 96,50 a 104,20 a 125,60 a

ECI 88,00 a 101,50 a 101,10 a 108,30 a

Probabilidade

S 0,0250 * 0,4840 "™ 0,2830 "™ 0,1280 "

T 0,0180 * 0,6580 " 0,1290 " 0,1390"

SxT 0,3930 ™ 0,4260 "™ 0,1000 "™ 0,1310"™

C.V. (%)* 12,42 7,39 6,90 11,24

! = Coeficiente de variacdo; ™ = n&o significativo; * = Significativo; a — b: Médias seguidas de letras
distintas (colunas) diferem significativamente pelo teste de Tukey (p = 0,05); M: machos, F: fémeas;
NI: ndo infectado com SE, I: infectado com SE, IEC: infeccdo com SE e tratado com EC, ECI:
tratado com EC e infectado com SE.
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Tabela 4. Efeitos dos sexos e tratamentos sobre altura de vilo (um) e
profundidadede cripta (um) do epitélio do jejuno de pintos de corte,
nos primeiros dias pos-infeccao (1, 3, 5 e 7 dias). Jaboticabal, 2006.

Dias p06s-infeccao
1° 3° 5° 7°
Altura de vilo (um)

Sexo (S)
M 351,00 a 409,00 b 527,00 a 610,00 a
F 376,00 a 432,70 a 530,00 a 545,00 b
Tratamentos (T)

NI 372,00 a 405,00 a 548,00 a 770,00 a

I 379,00 a 409,00 a 531,00 a 522,00 b

IEC 336,00 a 406,00 a 550,00 a 483,00 c

ECI 365,00 a 404,00 a 484,00 a 536,00 b

Probabilidade

S 0,1180 "™ 0,0310" 0,9020 "™ 0,0100 *

T 0,2340 " 0,2100" 0,1050 " 0,0000 *

SxT 0,1320 "™ 0,2240 "™ 0,7200 "™ 0,0530"™

C.V. (%)! 17,29 13,43 13,68 14,87
Profundidade de cripta (um)
Sexo (S)
M 77,10 a 98,20 a 102,10 a 106,00 a
F 80,20 a 102,40 a 108,40 a 91,10 a
Tratamentos (T)

NI 80,10 a 98,70 a 101,10 a 109,30 a

I 82,10 a 103,30 a 108,10 a 90,60 a

IEC 81,70 a 98,70 a 107,20 a 92,50 a

ECI 70,60 a 100,40 a 104,60 a 101,60 a

Probabilidade

S 0,3570 ™ 0,4490 "™ 0,2980 "™ 0,0600 "™

T 0,0760 " 0,9220 " 0,8390 " 0,2970 "

SxT 0,3070 "™ 0,6550 "™ 0,3950 "™ 0,6740 ™

C.V. (%)! 11,90 9,12 13,46 16,78

! = Coeficiente de variacdo; " = ndo significativo; * = Significativo; a — b: Médias seguidas de letras
distintas (colunas) diferem significativamente pelo teste de Tukey (p = 0,05); M: machos, F: fémeas;
NI: ndo infectado com SE, I. infectado com SE, IEC: infeccdo com SE e tratado com EC, ECI:
tratado com EC e infectado com SE.



138

Tabela 5. Efeitos dos sexos e tratamentos sobre altura de vilo (um) e profundidade
de cripta (um) do epitélio do ileo de pintos de corte, nos primeiros dias
pos-infeccdo (1, 3, 5 e 7 dias). Jaboticabal, 2006.

Dias po6s-infeccao
1° 3° 5° 7°
Altura de vilo (um)

Sexo (S)
M 328,50 b 359,00 a 400,00 a 411,20 a
F 354,60 a 333,00 a 424,00 a 416,70 a
Tratamentos (T)
NI 357,20 a 337,00 a 398,00 b 432,00 a
I 329,40 b 381,00 a 446,00 a 429,00 a
IEC 326,60 b 336,00 a 439,00 a 411,00 a
ECI 312,90 b 329,00 a 365,00 ¢ 384,00 a
Probabilidade

S 0,0090 * 0,0800 "™ 0,2480 "™ 0,6950 "
T 0,0010 * 0,0640 "° 0,0250 * 0,0840 "°
SxT 0,2780 "™ 0,2280 " 0,0660 "™ 0,3020 "

C.V. (%)! 7,89 8,59 12,34 15,90

Profundidade de cripta (um)
Sexo (S)

M 81,60 a 96,50 a 95,90 a 95,60 a

F 81,80 a 92,10 a 97,20 a 98,00

Tratamentos (T)
NI 74,90 a 91,00 b 103,00 a 107,80 a
I 84,00 a 105,20 a 103,40 a 93,40 a
IEC 88,40 a 95,10 a 103,40 a 94,00 a
ECI 79,60 a 85,90 b 96,50 a 91,90 a
Probabilidade

S 0,9460 "™ 0,3190 "™ 0,1600 "™ 0,6250 "
T 0,0940 " 0,0250 ° 0,6170 " 0,1080 "
SxT 0,0640 "™ 0,4450 "™ 0,4090 "™ 0,3710 "™

C.V. (%)* 14,35 17,89 13,98 17,99

! = Coeficiente de variacdo; ™ = n&o significativo; * = Significativo; a — b: Médias seguidas de letras
distintas (colunas) diferem significativamente pelo teste de Tukey (p = 0,05); M: machos, F: fémeas;
NI: ndo infectado com SE, I: infectado com SE, IEC: infeccdo com SE e tratado com EC, ECI:
tratado com EC e infectado com SE.
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