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MORFOLOGIA DOS CECOS DE PINTOS DE CORTE SUBMETIDOS AO
TRATAMENTO COM MICROBIOTA CECAL ANTES E APOS INFECCAO POR

Salmonella Enteritidis

RESUMO - O presente estudo teve por objetivo descrever as alteragdes
morfoldgicas ocorridas nos cecos de pintos de corte, machos e fémeas, tratados
com Microbiota Cecal (MC) antes e apds infecgao por Salmonella enterica enterica
sorovar Enteritidis (SE) durante a primeira semana de vida. No 1° dia de vida, os
pintos foram tratados com MC antes e depois da infeccdo por SE. Durante todo o
periodo experimental as condi¢gdes clinicas, assim como a taxa de mortalidade
foram observadas. No 1°, 3°, 5° e 7° dias pos infecgdo (dpi) quatro aves de cada
sexo/tratamentos foram sacrificadas por meio de deslocamento cervical para
obtengdo de amostras do ceco para analises morfologicas (histologia e
microscopia eletrénica de varredura), morfométricas e contagem do numero de
células inflamatdrias e células caliciformes PAS+ e AB+. Os dados mostraram
alguns episodios de diarréia e quadros de depressao nos pintos infectados com
SE no 5° e 7° dpi; nesse periodo ndo foi observada mortalidade. No tocante as
analise morfoldgicas, os pintos infectados por SE respondem ao processo
infeccioso com um processo inflamatério agudo no 1° dpi, e a partir do 3° dpi, o
processo se cronifica. A Microbiota Cecal (MC) antes da infecgdo, evita as
alteracdes morfofuncionais causadas pela bactéria nos cecos dos pintos de corte,
além disso, a MC induz a proliferacdo de células caliciformes PAS+ e AB+ e,
consequentemente aumenta a produgao de muco, sendo um fator de protecao ao

epitélio cecal.

PALAVRAS-CHAVE: Ceco, microbiota cecal, morfologia, Salmonella Enteritidis
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MORPHOLOGY OF BROILER CHICKENS CAECUM SUBMITTED TO CECASL
MICROBIOTA TREATMENT BEFORE AND AFTER INFECTION WITH

Salmonella Enteritidis

ABSTRACT - This study aimed to describe the morphological changes occurred in
the caecu, of males and females broiler chickens treated with Cecal Microbiote
(CM) before and after the infection with Salmonella enterica enterica serovar
Enteritidis (SE) during the first week of life. On the first day of life, chickens were
treated with CM before and after the infection with SE. Throughout the
experimental period, the clinical conditions as much as the mortality rates were
observed. On 1%, 3" 5" and 7" days post infection (dpi), four birds of each
sex/treatment were slaughtered by cervical dislocation in order to obtain samples
from the caecum for morphological analysis (histology and scanning electron
microscopy), morphometrical analysis and counting of the number of inflammatory
and goblet cells PAS+ and AB+. The data showed some diarrhea episodes and
depression symptoms in the chickens infected with SE on 5™ and 7" dpi; in this
period it was not observed any mortality. Concerning the morphological analysis,
the chicks infected with SE respond to infectious process with and acute
inflammatory process on 1% dpi and after the 3™ dpi the process gets chronicle.
The Cecal Microbiote (CM) prior to infection avoid the morphological and functional
alterations caused by the bacteria in broiler chickens caecum, in addition, the CM
induces the proliferation of goblet cells PAS+ and AB+ and consequently increases

mucus production being a protection factor to the caecum epithelium.

KEYWORDS: Caecum, cecal microbiote, morphology, Salmonella Enteritidis
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1. INTRODUCAO

A industria avicola brasileira organizou-se de forma intensiva no inicio da
década de 1960 e, atualmente, ocupa o lugar de maior exportador e terceiro
produtor mundial de carne de aves (ABEF, 2010). Ela emprega quase cinco
milhées de pessoas, e € a 6° cadeia econdbmica mais importante do pais no
tocante as exportagées (BAMPI, 2010).

O desenvolvido da atividade avicola decorre do desenvolvimento
tecnoldgico, no qual se destaca a utilizagdo de técnicas modernas de manejo e
nutricdo durante a criagao das aves (DICKEL, 2004). A potencializacao da criagao
no menor espacgo possivel, entretanto, tem favorecido a introducédo e a
disseminacdo de patégenos que sao responsaveis por enfermidades aviarias
como as salmoneloses, que por meio de produtos de origem avicola, podem
causar doengas de origem alimentar em seres humanos.

Salmonella Enteritidis (SE) emergiu como um grande problema avicola e de
saude publica no Brasil a partir de 1993 (SILVA & DUARTE, 2002). 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 dolares decorrentes de gastos médicos.

A prevencao de salmonelas constitui-se em preocupacao prioritaria dos
profissionais envolvidos no processo de criacdo e exploracao de aves. Esta area
da sanidade avicola tem recebido nos ultimos anos maior relevancia, por sua
relacdo com saude publica. Dessa forma, métodos de controle e o
estabelecimento da biosseguranga nas integragdes avicolas tornaram-se
ferramentas imprescindiveis na criagdo comercial de aves e uma exigéncia para
atender as demandas no comércio internacional de produtos avicolas.

Varios métodos tém sido testados a fim de combater ou controlar a
colonizacgdo 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 colonizagéo
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intestinal por microrganismos benéficos, evitando a infeccdo por bactérias
indesejaveis (NURMI & RANTALA, 1973).

Segundo SCHNEITZ & MEAD (2000), o tratamento com EC, cria um
ambiente fisioldgico restritivo, envolvendo a produgdo microbiana de acidos graxos
volateis (AGV) e um baixo potencial de oxi-redugdo, concorréncia entre os
microbios por receptores especificos, producao de substancias antibidticas (tais
como bacteriocinas por alguns microrganismos) e concorréncia microbiana por
nutrientes essenciais. Contudo, parece improvavel que apenas um Unico
mecanismo seja inteiramente responsavel pelo efeito protetor do tratamento com
Exclusao Competitiva.

Embora a identidade exata dos organismos-chave de protecédo seja
desconhecida, ha evidéncias que eles ocorram em niveis de 10”-10%/g de peso
umido do ceco ou material fecal em aves doadoras (BLANCHFIELD et al., 1984;
ZIPRIN et al., 1990)

A complexidade da microbiota parece ser importante para a protecdo da
ave. STRAVIC (1987) citado por REVOLLEDO et al (2006) demonstrou que os
probioticos, com culturas definidas de microrganismos, tém sido menos eficientes
que as culturas microbians indefinidas de EC na protecdo contra a colonizacéo
intestinal por Salmonella.

Segundo BARNES & IMPEY (1970), BARNES & IMPEY (1972) e MEAD &
ADAMS (1975), o ceco das aves sao os locais privilegiados para a colonizagao por
enteropatdgenos, tais como Salmonella, porque as condigdes quimicas e fisicas
séo relativamente constantes, e hda um abundante fornecimento de nutrientes
endogenos e exogenos.

No entanto, o ceco também contém a maior e mais complexa microbiota de
qualquer outra regido do trato gastrointestinal, e € com esses organismos que as
salmonelas devem concorrer para a sua sobrevivéncia (REVOLLEDO et. al.,
2006).




22

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracterizagcdo do género Salmonella

As salmonelas sdo microorganismos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae. Na classificagdo 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, 1994; GAST, 1997). POPOFF et al. (1996) apresentaram
uma proposta de reclassificagdo do género Salmonella, que passou a apresentar
duas espécies: Salmonella enterica com seis subespécies (enterica, salamae,
diarizonae, arizonae, houtenae e indica) e Salmonella bongori. Assim, com essa
reclassificagao, a designacao da salmonela utilizada no presente estudo passou a
ser Salmonella entérica subespécie enterica sorotipo Enterititis, podendo ser
utilizada a forma simplificada Salmonella Enterititis.

Por definicdo, os organismos do género Salmonella séo bastonetes curtos
(0,7 - 1,5u/ 2,0 - 5,0u), gram-negativos, moveis com flagelos petriquios, sendo
alguns imoveis. Eles sdo aerobios e facultativamente anaerdbios, catalase
positiva, oxidase negativa, fermentam agucares com producdo de gas, sao
produtores de H,S. As salmonelas possuem uma complexa constituicao antigénica
(antigeno somatico "O", flagelar "H", capsular "K") (HOLT, 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.
Sua deteccao deve ser feita em 6rgaos de elei¢ao, como o figado, bago e ceco. As
amostras podem ser plaqueadas diretamente em meios solidos, seletivos para
enterobactérias ou passar por processo de enriquecimento em caldos seletivos
(Selenito, Tetrationato, Rappaport- Vassiliadis) (HOLT, 1994; GAST, 1997).

As salmonelas sdo mortas pelo calor, 55° por 1 hora ou 60° durante 15 a 20
minutos. Sua resisténcia a antibiéticos foi observada inicialmente em 1958 por
HUEY & EDWARDS, que estudaram amostras de Salmonella resistentes as

tetraciclinas. Logo apds, em 1962, cepas de Salmonella Typhimurium mostraram-
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se resistentes a ampicilina, estreptomicina e sulfonamidas (HOLT, 1994; GAST,
1997).

A identificacdo das salmonelas como importantes causadoras de doenca
ocorreu ha mais de 100 anos (LAX et al., 1995). Segundo dados do Center for
Disease Control (CDC), bactérias do género Salmonella foram responsaveis por
43% dos surtos de doenga em seres humanos causados por agentes bacterianos
presentes em alimentos contaminados e por 51,3% dos casos clinicos de doencgas
dessa categoria, ocorridos nos Estados Unidos durante o periodo de 1973 a 1987
(BEAN, 1996). Anualmente, nesse mesmo pais, cerca de 4 milhdes de pessoas
sao infectadas por Salmonella, gerando custos médicos de até 3,8 bilhdes de
dolares/ano, constituindo-se no mais oneroso agente infeccioso transmitido por
alimentos contaminados (ISAACSON et al., 1999). No ano de 2004, s6 na Unidao
Européia, 192.703 casos de salmonelose humana foram registrados (EFSA,
2005). Isso é facilmente compreendido, visto que as infec¢gdes por Salmonella
também sao difundidas através do comércio internacional de ragdo animal,
animais vivos e alimentos (FORSHELL & WIERUP, 2006). A necessidade de
cooperagao global no controle da salmonelose tem sido enfatizada pela
Organizagdo Mundial da Saude. No Brasil ha poucos estudos detalhados que
comprovam ser a Salmonella o principal agente etiolégico causador das
toxinfecgdes alimentares, uma vez que, além de existirem muitas subnotificacdes,

também faltam confirmagdes diagndsticas.

2.2. Salmoneloses Aviarias

As salmonelas sao agentes de infecgdes que afetam as aves, gerando
prejuizos diretos ou indiretos a produgdo avicola, e que podem comprometer a
saude publica (BERCHIERI JUNIOR et al., 2001; BUCHALA et al., 2006).

Nas aves, as salmonelas podem causar trés enfermidades distintas: a
pulorose, cujo agente € a Salmonella Pullorum; o tifo aviario, causado pela
Salmonella Gallinarum; e o paratifo aviario, causado por salmonelas nao espécie
especificas (BERCHIERI JUNIOR, 2000). S&o conhecidos mais de 2500 sorotipos

de Salmonella, contudo cerca de 80 a 90 sdo os mais comuns em casos de
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infeccbes em seres humanos e em animais. Dentre as salmonelas paratificas, as
mais comuns sao: Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis, Salmonella
Hadar, Salmonella Heidelberg, Salmonella Montevideo, Salmonella Senftenberg e
Salmonella Saint Paul (BERCHIERI JUNIOR, 2000).

Pesquisas em paises industrializados (Inglaterra, Estados Unidos da
América e Canada) tém mostrado aumento na ocorréncia de Salmonella Enteritidis
nos ultimos anos (GAST & BEARD, 1990; BARROW, 1993). Segundo TAUNAY et
al. (1996), no Brasil, esse passou a ser o sorotipo mais identificado nos casos de
toxinfeccdo alimentar em seres humanos a partir da década de noventa, sendo
que antes a Salmonella Typhimurium era a que mais prevalecia nos estudos

relacionados aos produtos de origem animal destinados ao consumo humano.

2.3. Epidemiologia da Salmonella

As salmonelas, incluindo-se a Salmonella Enteritidis, além de causarem o
paratifo aviario também s&o os principais agentes de toxinfec¢do alimentar em
seres humanos, por intermédio da ingestdo de alimentos de origem animal
contaminados (BERCHIERI JUNIOR, 2000).

Elas sao carreadas por uma ampla variedade de hospedeiros, incluindo
animais silvestres, domésticos e o ser humano. Nas aves, muitos plantéis
infectados por Salmonella Enteritidis ndo revelam sintomas da doenca, o que
dificulta seu diagndstico e controle (SONCINI & BITTENCOURT, 2003). A bactéria
é altamente invasiva nas aves, uma vez que entra por via oral e ganha
rapidamente o intestino onde coloniza a mucosa (especialmente nos cecos) e
invade a corrente sanguinea para chegar até os 6rgaos viscerais como figado,
baco e ovario (SONCINI & BITTENCOURT, 2003).

A infeccédo dos pintainhos com Salmonella Enteritidis ocorre de duas
maneiras: verticalmente, por meio de ovos incubados que contém a bactéria em
seu interior, e horizontalmente, pelas fezes do portador que elimina a bactéria
infectando os individuos susceptiveis (SONCINI et al., 2000).

De acordo com SONCINI et al. (2000), durante a fase de incubagéo, no

momento de nascimento, pintainhos que excretam a bactéria no mecénio ainda
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dentro dos nascedouros contribuem para a difusdo do patdégeno no ambiente.
Desta forma, o numero de pintainhos positivos multiplica-se devido a
susceptibilidade dos mesmos. A infec¢ao por Salmonella Enteritidis pode ingressar
nestas aves por via oral, respiratoria, umbigo ou cloaca.

A difusdo horizontal ocorre pela exposicao das aves as bactérias que
ingressam na granja veiculadas por vetores animados ou inanimados. Inumeraveis
fomites sdo causadores da entrada das salmonelas nas granjas, mas trés deles
sdo considerados os grandes veiculos geradores da infecgdo: entrada de
pintainhos de um dia provenientes de lotes de matrizes infectadas com Salmonella
Enteritidis, entrada de racdo contaminada e ambiente contaminado. No primeiro
deles, apesar de poucos ovos serem portadores da bactéria, no momento da
postura a contaminacdo destes acontece no ambiente, onde a bactéria penetra
pelos poros da casca, favorecida pela falta de higiene do local, fezes nos ninhos,
manipulagcdo com maos sujas e outros (SONCINI et al., 2000). No caso da
contaminagdo ambiental, todos os elementos que constituem o entorno da granja
podem estar contaminados, incluindo a estrutura fisica da granja, pessoas, vetores
(roedores, passaros, outros animais domeésticos ou insetos), veiculos e agua
(SONCINI & BITTENCOURT, 2003).

Os alimentos de origem animal s&o os principais responsaveis pela infecgéao
humana; No caso dos alimentos de origem avicola (SANTOS et al. 2000;
OLIVEIRA e SILVA, 2000), destaca-se os ovos e seus derivados (RODRIGUE et
al.,1990; HUMPHREY,1994), principalmente a maionese caseira (SILVA &
DUARTE, 2002). Segundo SIMOES et al. (2001), ovos, seus derivados e pratos
contendo os mesmos mal cozidos, foram os principais responsaveis por 115
surtos alimentares por SE ocorridos na regido de Campinas-SP, sendo que a
maionese caseira e a cobertura de bolos foram responsaveis por 57% e 15% dos
casos, respectivamente.

A primeira evidéncia do envolvimento de Salmonella Enteritidis com
infeccado originada do consumo de alimentos preparados com ovos, ocorreu em

um grande surto nos Estados Unidos em 1986, relacionado a uma massa
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comercial congelada e recheada com uma mistura de queijo, condimentos
esterilizados e ovos crus (SILVA & DUARTE, 2002).

No Brasil, o primeiro relato da ocorréncia de sorotipo em aves, com sinais
clinicos e mortalidade, foi apresentado por pesquisadores da Universidade de Sao
Paulo (USP) em 1990 (FERREIRA et al., 1990). Estudos epidemioldgicos,
incluindo a fagotipagem e sonda complementar de rRNA, sugerem que a entrada
de Salmonella Enteritidis no Brasil, deveu-se a importagdo de material genético
avicola contaminado, provavelmente no final da década de 80 (SILVA & DUARTE,
2002).

A infecgao de aves por Salmonella Enteritidis € tema de grande importancia
devido aos problemas relacionados a saude animal e humana e as implicagcbes
disso sobre as exportagées (AMENT et al., 1993), bem como pelos altos custos
de seu diagndstico e tratamento. Em um surto de toxinfecgao alimentar por esse
sorotipo, ocorrido na Inglaterra e no Pais de Gales e envolvendo 1482 individuos
infectados, 73% dos custos foi diretamente associado com diagndstico, tratamento
e faltas ao trabalho (ROBERTS & SOCKETT, 1994).

2.4. Patogenia

O género Salmonella inclui sorotipos que produzem doencga sistémica e
raramente estao envolvidos em infeccdo alimentar, como por exemplo Salmonella
Pullorum e Salmonella Gallinarum, e sorotipos que produzem infecgéo alimentar e
s6 ocasionam doenca sistémica sob circunstancias particulares em animais muito
jovens ou velhos e apds algumas infecgdes de origem viral, e que correspondem a
maioria das sorovares (BARROW et al., 1997; UZZAU et al., 2000; BARROW,
2007).

Apoés a ingestdo oral, a Salmonella chega até a célula alvo que sédo as
células epiteliais do intestino grosso, podendo ocasionar doenga se a célula alvo
estiver “vaga” em relagdo ao numero de salmonelas. A disponibilidade da célula
alvo depende do estado da flora intestinal normal (HIRSC, 2003). Se a microbiota
for suprimida (estresse, antibiéticos), entdo a dose infectante ndo precisa ser tao

alta para a salmonela ter acesso a célula alvo (HIRSC, 2003).
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Adesdo, mediada por adesinas codificadas por um ou mais genes da
bactéria, é o primeiro passo no processo de instalagdo da doenga. Em seguida, as
salmonelas sao interiorizadas pela indugcdo de ondulagdes na membrana das
células alvo. A formagdo de ondulagbes também resulta em ativacdo da
fosfolipase C, aumento subseqliente de calcio intracelular, ativagdo da proteina
cinase C e fosforilagdo das proteinas dos canais de ions cloreto e das proteinas
de transporte ibnico associadas a membrana, envolvidas na absor¢ao de Na e ClI
(HIRSC, 2003). Apos invadir o tecido linfoide, incluindo placas de Peyer e tonsilas
cecais das aves (ZHANG-BARBER et al., 1999), a Salmonella, migra da
submucosa para vasos linfaticos, sendo fagocitada por células do sistema imune
(HORMAECHE et al., 1993). A seguir, ela alcanga a corrente sanguinea e instala-
se no figado, bago e medula Ossea, onde ocorre sua multiplicagdo, cuja
intensidade depende do sorotipo e da resisténcia genética do hospedeiro
(HORMAECHE et al., 1993).

Aves enfermas podem ou nao apresentar sinais clinicos que possibilitam
detectar a infecgdo por salmonelas paratificas (BARROW, 2000). Em aves jovens
0s sinais clinicos sao: sonoléncia, diarréia, asas caidas e refugagem (BERCHIERI
JUNIOR, 2000). Nas aves adultas, raramente se observam sinais clinicos, mas as
aves podem apresentar queda na producao de ovos, devido a alteragées no ovario
e oviduto, que podem apresentar-se atrofiados ou com foliculos irregulares,
hemorragicos e necroticos (BLAXLAND et al., 1982; GAST, 1994; BERCHIERI
JUNIOR, 2000).

Segundo GAST (1997), a contaminagdo de ovos por Salmonella pode
provocar mortalidade embrionaria e de aves recém-nascidas, sem que ocorra a
manifestacao de sinais clinicos. Entretanto, estes sinais diminuem com a idade e
sdo raramente observados em aves com mais de duas semanas de vida
(BERCHIERI JUNIOR, 2000), o que dificulta a deteccdo da infeccdo caso isso ndo

tenha ocorrido nos primeiros dias de vida das aves.
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2.5. Desenvolvimento e Saude Intestinal

A alta produtividade da avicultura decorrente da grande demanda por
produtos de origem avicola depende, dentre outros fatores, do rapido ciclo de
producgao e, principalmente, da obtengcdo adequada de nutrientes pela ave. Nesse
contexto, de grande importancia é a manutengdo da sanidade das aves,
principalmente no que se refere aos agentes que atuam sobre o trato
gastrintestinal, pois esse responde pela digestdo e absorgédo dos nutrientes para o
desenvolvimento das aves.

Considerando que a ragao representa de 70 a 80% dos custos de
produgdo, a integridade dos mecanismos digestivos e absortivos dos nutrientes no
trato digestivo, ou seja, a integridade das células epiteliais da mucosa
gastrintestinal é de vital relevancia para o bom desempenho das aves (MAIORKA
et al., 2002).

A manutencédo da integridade morfofuncional da mucosa gastrintestinal esta
diretamente relacionado com o processo continuo e dindamico de renovacéao de
seu epitélio. Esse processo envolve dois eventos citoldgicos: proliferacdo e
diferenciacdo celular, resultantes das divisbes mitoticas sofridas por células
indiferenciadas localizadas na cripta e ao logo dos vilos (UNI et al, 1998), e perda
de células (extrusao), que ocorre normalmente no apice dos vilos. As células
resultantes das mitoses sédo impelidas para o vilo, diferenciam-se em um dos trés
tipos celulares (enterdcitos, células neuro-enddcrinas e células caliciformes) que
formam o epitélio interno do intestino, e quando chegam ao topo do vilo (zona de
extrusdo) descamam para a luz do intestino. Neste caso, segundo CUNNINGHAN
(1992), a populacao celular do epitélio € mantida em equilibrio dindmico, no qual
as células geradas nas criptas sdo equivalentes ao numero de células perdidas na
zona de descamacéo.

A mucosa gastrintestinal, 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 alteragdes no

tamanho dos vilos. Assim, se ocorrer um aumento na taxa de mitose
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concomitantemente com auséncia, diminuigdo 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 um aumento na taxa de extrusdo,
havendo manutenc¢do ou diminuicdo da taxa de proliferagdo, a mucosa intestinal
devera responder com uma reducao na altura dos vilos e, consequentemente, com
uma diminuigdo em sua capacidade de digestao e absorgéao.

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

Apesar do mecanismo proliferativo da mucosa ter sido mostrado ja faz
algum tempo, o status de diferenciagao celular das células epiteliais (novos
enterdcitos) tem sido assunto de muitos estudos, e ainda ndo se encontra
elucidado. A capacidade destes novos enterécitos em responder de forma aguda,
ou seja, apresentarem “capacidade absortiva precoce” é assunto sob investigagao.
Trabalhos tém sugerido que a proliferacdo celular na cripta determina o
aparecimento de “enterocitos imaturos” que apresentam baixa capacidade
absortiva, bem como reduzida atividade das enzimas na bordadura em escova
(GLEESON et al., 1972; MENGE & ROBINSON, 1978; BUTS et al., 1987).

Segundo ITO et. al., (2004), o termo saude intestinal quer dizer que no
intestino esta havendo um equilibrio dindmico entre a mucosa gastrintestinal e o
conteudo luminal e que as caracteristicas estruturais e funcionais da mucosa
estdo preservadas ou mantidas dentro do padrao esperado para o tipo, espécie e
linhagem de ave e para uma determinada fase do seu ciclo vital.

Para compreender porque a saude gastrintestinal é perdida, é importante
lembrar que a mucosa e os enterocitos constituem uma barreira dindmica e
metabolicamente ativa que apresenta permeabilidade seletiva. Esta barreira
possui fungao multipla, que envolve a digestado, a captagao seletiva e o transporte
de substancias especificas e de nutrientes e a exclusdo de toxinas e de

microorganismos através da imunidade inata e adquirida (ITO et. al., 2004).
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Apos a perda de grandes areas na mucosa intestinal responsaveis pela
digestdo e absorcdo de nutrientes, seja pela ressecgao de parte do intestino ou
pela acado de agentes patogénicos, o epitélio remanescente torna-se hiperplasico
com maior altura de vilo e profundidade de cripta (PORUS, 1965; DOWLING,
1992).

No caso de injurias @ mucosa intestinal, o processo de reconstitui¢ao inicia-
se rapidamente apods a lesédo (5 a 30 minutos), sendo dependente da secrecao de
uma espessa camada de muco sobre a area injuriada (MAIORKA et al. 2002).

E importante entender que a barreira da mucosa é capaz de responder
rapidamente e extensivamente através de adaptagbes morfolégicas e funcionais
em resposta as demandas do desenvolvimento ontogenético e desafios
ambientais, nutricionais e patoldgicos.

No que se refere especificamente aos cecos intestinais, a manutengao da
integridade morfofuncional de sua mucosa é essencial para a absorgao de agua e
a digestdo de aminoacidos, proteinas e celulose por uma microbiota cecal
(MORTENSEN, 1984; CHAPLIN, 1989). Entretanto, faltam dados de literatura
sobre a dinamica funcional dos cecos, bem como sobre sua plasticidade de

resposta frente a infecgbes por Salmonella.

2.6. Exclusdo Competitiva

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

Em condigdes naturais, aves jovens obtém sua microbiota intestinal por
contato direto com a m&e e com o meio ambiente. Entretanto, no dia a dia das
granjas avicolas, as bactérias que colonizam o trato intestinal no inicio, tendem a
persistir ao longo da vida da ave, passando a compor a microbiota intestinal.

Segundo SAVAGE (1987) e MILES (1993), os microrganismos que primeiro

se estabelecem, na maioria dos casos, sao aqueles que colonizam e persistem
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durante toda a vida do animal. Assim, a colonizagdo ocorre nas primeiras horas
apos o 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).

O termo “microbiota” é usado para descrever a populagao bacteriana que
habita o intestino. A microbiota intestinal forma um sistema complexo e dinamico,
responsavel por influenciar decisivamente fatores microbiolégicos, imunolégicos,
fisiologicos e bioquimicos do hospedeiro (TANNOCK, 1998). A microbiota
intestinal desempenha papel crucial no processo digestorio, favorecendo o
metabolismo dos carboidratos, intensificando a digestdo do amido, metabolismo
das proteinas, lipidios e minerais, sintese de vitaminas e digestdo cecal dos
componentes fibrosos. Indiretamente, a microbiota bacteriana equilibrada contribui
com a exclusdo e/ou competigdo com bactérias patogénicas como Escherichia
coli, Clostridium sp. e Salmonella sp. (ITO et al., 2004).

MILES (1993) relata que a populagdo 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 exploragdo comercial.

A exclusdao competitiva (EC) ou conceito de Nurmi consiste na
administracédo de microbiota intestinal de aves adultas em aves recém eclodidas
no intuito de acelerar a colonizagdo intestinal por microrganismos benéficos,
excluindo aqueles indesejaveis (NURMI & RANTALA, 1973). O mecanismo de
exclusdo competitiva ainda ndo esta elucidado, mas sabe-se que a protegcédo 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
toxinfeccao alimentar em seres humanos (LLOYD et al., 1997).

A microbiota pode ser considerada um “6rgao” metabolicamente ativo,
sujeito a variagdo na composicao e numero de espécies presentes (SAAVEDRA &
TSCHERMIA, 2002). Os beneficios da microbiota equilibrada proporcionam a

inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas, estimulo ao sistema imune
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(influenciando o numero, distribuicdo e grau de ativacdo da populacédo de células
do sistema imune intestinal), sintese de vitaminas (B, B9, K e E), reducédo da
producao de gases e melhor digestdo e absorgao dos nutrientes. Por outro lado,
variagbes extremas que resultam em excessiva oferta de substrato ou supressao
das bactérias benéficas podem apresentar efeitos prejudiciais ao hospedeiro,
como diarréia, infecgbes, disturbios hepaticos, carcinogénese, putrefagao
intestinal, redugao da digestao e absorgao de nutrientes (WELTIZIEN, 2003).

O equilibrio microbiano intestinal esta relacionado a varios fatores, entre
eles podemos citar: fatores nutricionais (proteinas enzimaticas intestinais, acidos
biliares conjugados e uréia), condigcbes ambientais (oxigénio, temperatura, pH,
peristaltismo, turnover da célula epitelial, muco, dieta, presenca de células
fagociticas, genética e idade do hospedeiro) e fatores microbianos (acido latico,
acidos graxos volateis, motilidade, antibioticos, competicdo por nutrientes e
aderéncia ao epitélio) (MILES et al., 1993).

2.7. Células caliciformes

Segundo JUNQUEIRA & CARNEIRO (2008), a célula caliciforme é uma
glandula unicelular presente no revestimento interno do intestino e no trato
respiratorio. Esta célula caracteriza-se pela presenca de nucleo oval na sua regido
basal e de numerosos granulos de secregao de grande tamanho em sua regiao
apical. Quando a secrecao glicoprotéica é liberada pela célula, ela se torna
altamente hidratada e forma uma camada de muco sobre a superficie do epitélio
intestinal. Essa camada de muco protege os microvilos contra atritos provocados
pela passagem da digesta, acdo das enzimas digestivas, suco gastrico e agentes
patogénicos (FORSTNER & FORSTNER, 1994; FORSTNER et al., 1995), assim
como a perda de agua através da parede intestinal (MURPHY, 2002). As mucinas,
podem ser acidas ou neutras, sao sintetizadas e secretadas, pelas células
caliciformes (UNI et al., 2003), as quais encontram-se distribuidas ao longo dos
vilos e possuem um curto periodo de vida e sdo constantemente substituidas.
Estas células s&o originarias de células totipotentes, localizadas nas criptas e que

sofrem mitoses, cujas células filhas diferenciam-se dando origem aos diferentes
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tipos celulares que compdem o epitélio do intestino delgado (CHENG &
LEBLOND, 1974).

A mucina acida funciona como barreira bacteriana (FONTAINE et al. 1996;
ROBERTON & WRIGHT, 1997) ou sitio de ligagcdo para a microbiota intestinal.
Segundo PIRES (2008), aquisicao precoce de microbiota pelos pintos de corte
aumenta o numero de células caliciformes produtoras de mucina neutra (PAS+) e
acida (AB+), e a porcentagem de vilos integros no intestino, que podem afetar as
fungdes de absorgéo e de protegao do intestino delgado.

Pouco se sabe sobre os mecanismos de controle da sintese, secrecéo e
distribuicdo das mucinas pelas células caliciformes no intestino, e sobre seu
comportamento quanto as mudangas na dieta (SMIRNOV et al., 2004), processos
patogénicos e se ocorrem diferengas entre 0os sexos, mas nada se conhece sobre

iSSO NOS cecos.
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3. OBJETIVOS

Considerando a falta de dados na literatura e a importancia do tema, o

objetivo do presente trabalho foi:

Gerais

Estudar o efeito da infeccdo por Salmonella enterica enterica sorotipo
Enteritidis diante do tratamento com Microbiota Cecal antes e apds a infecgéo
sobre pintos de corte, machos e fémeas, durante a primeira semana de vida, com

énfase na morfologia dos cecos.

Especificos

Para atingir os objetivos gerais, foram analisados:
- Sinais clinicos;
- Porcentagem de mortalidade;
- Achados de necropsia;
- Morfologia cecal,
- Morfometria cecal (altura e largura das dobras cecais, espessuras da parede
cecal, da mucosa e submucosa);
- Numero de células caliciformes no ceco e,

- Infiltrac&do de células inflamatdrias no ceco.
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4. MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental utilizado no presente estudo foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA, da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, da Universidade Estadual Paulista, Campus de
Jaboticabal (protocolo n° 025222/10).

4.1. Aves e Manejo Experimental

Foram utilizados 128 pintos (64 machos e 64 fémeas) recém-eclodidos, de
linhagem de corte (Cobb® 500), obtidas de um Incubatério Comercial brasileiro. Os
pintos ndo tinham Salmonella Enteritidis e foram provenientes de matrizes com 32
semanas de idade n&o vacinadas contra salmonelose. A auséncia de Salmonella
foi confirmada realizando-se exames microbioldgicos por meio de suabes do
mecdnio presente nas caixas onde os pintos estavam alojados.

As aves foram alojadas em caixas de madeira teladas, previamente
desinfetadas com aménia quaternaria na concentragdo de 50% (AMQ-50® - Des-
Vet), e mantidas durante todo o experimento na Unidade Experimental, do
Departamento de Patologia Veterinaria (DPV). As caixas contendo as aves foram
mantidas em sala desinfetada, equipada com controle de luminosidade e
temperatura (33°C) e de um sistema de fluxo negativo, com filtros microbiol6gicos
que nao permite a saida e/ou entrada de microrganismos do e para o interior da
sala. O acesso a sala de experimentos foi realizado através de uma ante-sala de
troca de roupa e paramentacédo, utilizando-se mascaras, gorros, propés e jalecos
plasticos, luvas de latex e o6culos de protecdo, descartaveis. Todos os
equipamentos foram desinfetados diariamente com amdnia quaternaria a 50%
(AMQ-50° - Des-Vet) e glutaraldeido a 30% (Obanol® Fatec S.A), e os demais
residuos (restos de ragdo, cama, etc) autoclavados, para posterior descarte. O
manejo diario das aves seguiu as normas de biosseguridade preconizadas pelo
Laboratério de Ornitopatologia, do DPV, para evitar-se contaminagdo cruzada

entre os tratamentos experimentais e uma possivel contaminacédo ambiental.
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As aves foram alimentadas com &agua e ragado comercial isenta de
antimicrobianos e anticoccidianos (Anexo 1) “ad libitum”. A cama composta de

maravalha foi autoclavada antes do uso.

4.2. Delineamento Experimental

As aves foram separadas em 2 grupos, machos e fémeas (sexagem pelo
empenamento). Para cada sexo, elas foram distribuidas homogeneamente pelo
peso corporal em 4 tratamentos (ndo infectados com Salmonella Enteritidis: NI,
infectados com Salmonella Enteritidis: |, infectados com Salmonella Enteritidis e
tratados com Microbiota Cecal (MC) como Exclusdo Competitiva (EC) 24 h apds
infeccao: IEC, e tratados com Microbiota Cecal (MC) como Exclusdo Competitiva
(EC) e infectados com Salmonella Enteritidis 24 h apds tratamento: ECI), sendo 4
repeticbes de 4 aves por tratamento por sexo. Dessa forma, o experimento seguiu
um arranjo fatorial 2 (machos e fémeas) x 4 (tratamentos), sendo cada ave uma

parcela. Os dados foram obtidos no 1°, 3°, 5° e 7° dia pds-tratamentos.

4.3. Suspensao Bacteriana para Inoculacao

Foi utilizado um mutante espontaneo de Salmonella Enteritidis, resistente
ao acido nalidixico e a espectinomicina (SE Nal/Spec), mantido pelo Laboratorio
de Ornitopatologia, do DPV da FCAV-Unesp de Jaboticabal. O preparo da cultura
e do indculo bacteriano seguiu a metodologia utilizada por OLIVEIRA et al. (2000).
A cultura foi preparada em caldo nutriente (OXOID CM 67) e incubada sob
agitacao (100 movimentos/minuto) a 37°C durante 24 horas. A partir desta cultura
(1,2 x 10° células viaveis por mL de cultivo), o inéculo foi preparado diluindo-se
1mL de cultura (1:1000) em caldo nutriente. A administracdo endoesofagica de
100 pyL de SE Nal/Spec por ave foi ainda no primeiro dia de vida dos pintos e

utilizando-se uma canula de 3mm de didmetro.

4.4 Contagem de Colbnias de Bactérias
A contagem de Salmonella foi realizada segundo metodologia usada por
BARROW et al. (1987), Para isso, o conteudo cecal de cada ave foi diluido (1:10)
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em tampao fosfato (PBS, 0,1 Molar e pH 7,4). Em seguida, 0,1mL desta
suspensio foi submetida a 5 diluicdes decimais seriadas (até 1:10°) e 0,1mL de
cada uma das diluigbes foi utilizado para plaqueamento sobre agar verde brilhante
contendo acido nalidixico (100ug/mL) e espectinomicina (100ug/mL). A contagem
das colbnias foi realizada apds 24 horas de incubacado a 37°C. Os dados foram
expressos como numero de unidades formadoras de colénia (UFC) por grama de
conteudo cecal. Estes valores foram transformados em logi para analise e
interpretacao dos resultados. Contagens (log10) inferiores a 2 UFC de SE foram
indicativas de auséncia da bactéria.

Como descrito por STERZO et al. (2008), as aves dos tratamentos | e IEC
apresentaram infeccéo por SE durante todo o periodo experimental, enquanto que
as aves dos tratamentos ECI ndo a apresentaram. Além disso, houve diferenca
entre 0os sexos no 7° dia pods-tratamento, no qual machos do tratamento |
apresentaram contagem menor de Salmonella que as fémeas do mesmo
tratamento, machos do tratamento IEC tiveram maior contagem que as fémeas do
mesmo tratamento, machos do tratamento | tiveram maior a contagem de
Salmonella que os machos do tratamento | e as fémeas do tratamento | tiveram

maior contagem que as fémeas do tratamento IEC (Anexo ).

4.5. Suspenséo Bacteriana de Exclusdo Competitiva (EC) para Inoculacéo

O preparo da suspensao foi efetuado de acordo com a metodologia de
OLIVEIRA et al. (2000) e ALMEIDA et al. (2002). A suspensdo foi obtida
misturando-se descarga cecal fresca, obtida de aves adultas saudaveis (mantidas
no Aviario da FCAV-UNESP - Jaboticabal — SP), com caldo nutriente (OXOID CM
67, 1:10 Peso/Volume). A mistura foi mantida em estufa a 37°C por 24 horas, em
aerobiose, para crescimento da microbiota intestinal. Cada pinto recebeu 0,1 mL
da parte liquida inoculados endoesofagicamente, utilizando-se uma canula. A

mistura foi testada para confirmacgéo de auséncia de Salmonella.
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4.6. Condigbes Clinicas e Mortalidade, e Exame Histolégico e Ultra-estrutural
dos Cecos

As condigdes clinicas e a mortalidade dos pintos foram registradas em todo
o periodo experimental e durante a necropsia foram registradas as lesbes
macroscopicas.

No 1°, 3°, 5° e 7° dias pos-infecgéo, 4 pintainhos por tratamento por sexo (1
por repeticao) foram sacrificados por meio de deslocamento cervical para a coleta
dos cecos direito e esquerdo.

Para avaliagao histologica, morfométrica e da presencga de infiltracdo de
células inflamatdrias, fragmentos de aproximadamente 0,6 cm de comprimento
foram obtidos da regido mediana do ceco esquerdo. Elas foram imediatamente
abertas longitudinalmente, estendidas pela tunica serosa e fixadas em solugao de
Bouin por 24 horas a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram
lavadas em alcool 70% para a retirada do fixador, desidratadas em série crescente
de etanol, diafanizadas em mistura de etanol-xilol e em xilol, e incluidas em
Histotec®, seguindo o método de rotina para microscopia de luz. Os cortes
histolégicos semi-seriados (6 um de espessura) foram corados com Hematoxilia—
Eosina (HE). O numero de células polimorfonucleares (PMN) na mucosa e
submucosa cecal foi determinado pela contagem celular em 10 campos de 1000
um? por ave.

A altura e largura das dobras cecais e a espessura da parede cecal,
mucosa e submucosa, foram obtidos a partir de 15 mensuragdes de cada
parametro por ave.

Para a quantificagdo das células caliciformes, de acordo com o tipo de
mucina produzida (neutra e acida), fragmentos de aproximadamente 0,4 cm de
comprimento foram retirados da regido mediana do ceco direito de cada ave. Os
fragmentos imediatamente foram abertos longitudinalmente, estendidos pela
tunica serosa e fixados em Dietrick (4% de formalina, 28% de etanol, 0,34 N de
acido acético glacial). Cortes semi-seriados, de 6 um de espessura, foram corados
com PAS (para determinagdo da mucina neutra) ou Alcian Blue pH 2,5 (para
determinagdo da mucina acida), segundo McMANUS (1948) e LEV & SPICER




39

(1964). Os cortes foram desparafinizadas e reidratadas. Em seguida, para a
identificacdo das células caliciformes PAS+, cortes foram incubados em acido
periodico 0,5% por 15 minutos, lavados e incubados com reagente de Schiff, por
30 minutos para obtencédo da coloragédo PAS+. Para coloragdo com Alcian Blue,
cortes foram incubados em acido acético 3% por trés minutos e, entdo, em
solucdo de Alcian Blue (1% em acido acético 3% pH 2,5). Apds nova lavagem em
agua quente, os cortes foram desidratados e montados em Entellan®. O nimero
de células caliciformes PAS+ e AB+ foi obtido como o numero de células
presentes ao longo de 300 um de epitélio. Foram realizadas cerca de doze
contagens por ave por tratamento por sexo.

O processamento das laminas histolégicas e suas respectivas analises
foram realizadas a partr de margo de 2007, no Laboratério de
Histologia/Embriologia, do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal
(DMFA) da FCAV — UNESP - Jaboticabal. Os dados histologicos e morfométricos
foram obtidos utilizando-se um sistema de analise de imagens (Leica-DM 2500).

Para a analise ultra-estrutural, em Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV), fragmentos de 0,5 cm de comprimento retirados do ceco esquerdo foram
abertos longitudinalmente, estendidos pela tunica serosa, lavadas delicadamente
com tampéao fosfato 0,1M pH 7,4 e fixados em glutaraldeido 2,5% em tampé&o
fosfato por 24 horas a 4°C. Em seguida, eles foram lavados com tampao fosfato e
pos-fixados em tetroxido de ésmio 1 % por 2 horas. Apés nova lavagem com
tampao fosfato, os fragmentos foram desidratados em série de concentragao
crescente de etanol (50, 60, 70, 80, 90, 100%) e submetidas a obtengdo do ponto
critico de secagem (BAL-TEC). Eles foram, entdo, fixados e orientados sobre
suportes de aluminio ou cobre, metalizados com ouro paladio (denton vacum desk
II), observados e eletronfotomicrografados utilizando-se um microscépio eletrénico
de varredura (modelo Jeol JSM 251I®), pertencente ao laboratério de Microscopia
Eletrénica da FCAV, UNESP, Jaboticabal.

Todo os residuos animais, bem como os materiais utilizados (como placas-
de-Petri, pipetas, tubos, luvas, gorros, mascaras, etc.) foram acondicionados em

embalagens especiais e autoclavados, para posterior descarte em aterro sanitario.
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4.7. Analise Estatistica
Os dados foram submetidos, a cada dia pds-infecgéo, a analise de variancia
(ANOVA), sendo cada ave considerada como uma parcela. A comparagao de

médias foi realizada pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5% (SAS,
2004).
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5. RESULTADOS

5.1. Condigdes Clinicas e Mortalidade

Apenas no 5° e 7° dpi, foram observadas sonoléncia, asas caidas e alguns
episodios de diarréia nos pintos dos tratamentos M| (Machos Infectados), FlI
(Fémeas Infectadas), MIEC (Machos Infectados e posteriormente tratados com
EC) e FIEC (Fémeas Infectadas e posteriormente tratadas com EC) - animais com
contagens significativas de S. Enteritidis. Durante o periodo experimental, ndo

ocorreu mortalidade em nenhum tratamento.

5.2. Achados de necropsia

No 1° e 3° dpi ndo foram constatadas alteragcbes macroscopicas aparentes
em nenhum dos tratamentos experimentais. Ja no 5° e 7° dpi, pintainhos dos
tratamentos MI, FI, MIEC e FIEC (animais com contagens significativas de S.
Enteritidis) apresentaram congestdo hepatica e esplénica, além de lesdes
evidentes nos cecos (tiflite), com presengca de exsudado caseoso de cor
amarelada, além do espessamento da parede do 6rgdo. Todavia, no pulméo e
coragdo nao foram observadas alteracdes patolégicas aparentes em nenhum

tratamento durante o periodo experimental.

5.3. Descrigdo Morfologica dos Cecos

As Figuras 1, 2, 3 e 4 sao eletronmicrografias de varredura da superficie
interna dos cecos de pintos machos e fémeas infectados ou ndo com SE e
tratados ou ndo com exclusdo competitiva antes e apds infecgao por SE, no 1°, 3°,
5° e 7° dia pos-tratamentos, respectivamente.

No 1° dia pés-tratamentos (Figura 1), em ambos os sexos, os pintos dos 4
tratamentos apresentaram cecos com caracteristicas morfolégicas similares, ou
seja, presencga de pregas cecais longitudinais com varias evaginagdes superficiais
da mucosa, correspondentes as extremidades apicais dos vilos.

No 3° dia pés-tratamentos (Figura 2), machos e fémeas nao infectados (NI)
continuaram apresentando as caracteristicas morfoldgicas cecais descritas no 1°

dia. Pintos infectados (l), de ambos os sexos, ndo apresentaram evaginagdes na
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superficie das pregas cecais longitudinais, o que lhes concedeu aspecto mais liso.
Machos e fémeas tratados com exclusdo competitiva apos e antes da infecgéo
(IEC e ECI, respectivamente) apresentaram dobras da mucosa na superficie das
pregas cecais, mas nao tao salientes e evidentes como observado nas aves nao
infectadas.

No 5° dia pés-tratamentos (Figura 3), independentemente do sexo, pintos
NI continuaram apresentando pregas cecais longitudinais contendo em sua
superficie evaginagbes evidentes da mucosa. Pintos |, machos e fémeas,
apresentaram pregas cecais aparentemente mais largas e sem as evaginagoes da
mucosa cecal. Pintos machos tratados com EC apéds infeccdo com SE também
apresentaram pregas cecais com as caracteristicas mencionadas anteriormente
para os pintos |. As fémeas desse mesmo tratamento, entretanto, apresentaram
pregas cecais aparentemente mais largas e com as evaginagdes da mucosa.
Pintos tratados com EC antes da infecgdo por SE apresentaram as mesmas
caracteristicas cecais observadas para os pintos nao infectados, estando as
evaginagdes da mucosa mais evidentes nas fémeas.

No 7° dia pos-tratamento (Figura 4), em ambos os sexos, pintos néo
infectados com SE e os tratados com EC antes da infecgdo apresentaram pregas
cecais longitudinais com evaginagdes evidentes da mucosa em sua superficie,
enquanto que os pintos infectados e os tratados com EC apds a infeccéo

apresentaram pregas cecais ainda mais largas e sem as evaginacgoes.
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Figura 1. Eletronmicrografias de varredura da superficie luminal do epitélio cecal de pintos machos
(A-D) e fémeas (E-H) nao infectados com SE (A e E), infectados com SE (B e F),
submetidos a exclusdo competitiva apos (C e G) e antes (D e H) da infecgdo com SE,
no 1° dia pés-infecgéo. Barras: 100um.
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Figura 2. Eletronmicrografias de varredura da superficie luminal do epitélio cecal de pintos machos

(A-D) e fémeas (E-H) nao infectados com SE (A e E), infectados com SE (B e F),
submetidos a exclusdo competitiva apds(C e G) e antes (D e H) da infecgdo com SE, no
3° dia pos-infecgao. Barras: 100um.
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Figura 3. Eletronmicrografias de varredura da superficie luminal do epitélio cecal de pintos machos
(A-D) e fémeas (E-H) nao infectados com SE (A e E), infectados com SE (B e F),
submetidos a exclusdo competitiva apés(C e G) e antes (D e H) da infecgdo com SE, no
5° dia pos-infecgdo. Barras: 100um.
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MACHOS FEMEAS

Figura 4. Eletronmicrografias de varredura da superficie luminal do epitélio cecal de pintos

machos (A-D) e fémeas (E-H) n&o infectados com SE (A e E), infectados com SE (B e
F), submetidos a exclusao competitiva apés(C e G) e antes (D e H) da infecgdo com SE,
no 7° dia pés-infecgdo. Barras: 100um.
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5.4. Descrigao Histologica dos Cecos

Como mostrado nas Figuras 5 A-D e 6 A-D, pintos machos e fémeas nao
infectados com SE (NI), respectivamente, mantiveram as mesmas caracteristicas
histologicas cecais até o 7° dia pos-tratamento. A parede dos cecos intestinais
apresentou-se histologicamente constituida por 4 tunicas denominadas, da parte
externa para a interna do 6rgdo, de: serosa, muscular, submucosa e mucosa (Fig.
7C). A serosa mostrou-se uma camada delgada e constituida por tecido conjuntivo
frouxo e epitélio simples pavimentoso. A muscular foi constituida por duas
camadas de musculos lisos, a camada externa, de fibras orientadas
longitudinalmente, e a camada interna, de fibras orientadas de forma circular aos
cecos. A sub-mucosa mostrou-se formada por tecido conjuntivo frouxo. Essa,
juntamente com a mucosa, formou pregas preenchidas pelo tecido conjuntivo
frouxo e revestidas pelo epitélio simples prismatico, que se projetam no interior do
lumen cecal. A mucosa cecal apresentou-se formada por vilos ou vilosidades, que
sdo evaginagdes de seu epitélio simples prismatico, que reveste a superficie
interna dos cecos, e de sua lamina prépria, as quais concedem a superficie das
pregas cecais um aspecto de borda em escova (Fig. 7A). Ainda na mucosa,
observa-se as glandulas de Lieberkihn ou criptas, localizadas abaixo da base dos
vilos e cujo epitélio apresenta continuidade com o epitélio de revestimento dos
vilos adjacentes e a muscular da Mucosa (Mm) (Fig.7B).

Nas Figuras 5 E-H e 6 E-H, verifica-se que pintos machos e fémeas
infectados por Salmonella Enteritidis (1) apresentaram ao longo dos 7 dias pés-
infeccao aumento evidente do tamanho das pregas cecais, que deixaram de
apresentar as saliéncias representadas pelos apices dos vilos da mucosa e foram
preenchidas por tecido conjuntivo denso. O aumento no tamanho das pregas
cecais ocorreu pela intensa proliferacdo de tecido conjuntivo (Figura 8) e por alta
infiltragcdo de leucécitos na sub-mucosa e mucosa (Figura 9B), enquanto que a
perda da visibilidade do apices dos vilos na superficie das pregas cecais envolveu
intensa infiltracdo de leucdcitos na lamina propria que preenche os vilos (Fig. 9A).
Alta infiltracao de leucdcitos também foi observada por todo o epitélio dos vilos e,

principalmente, em seus apices, regides em que observou-se grande perda de
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células de revestimento (Fig. 9C). Muitos vilos apresentaram perda epitelial com
exposigao do tecido conjuntivo em seus apices.

As Figuras 5 I-L e 6 I-L correspondem a cortes histologicos de cecos de
aves tratadas com exclusao competitivas apés infecgcdo com SE, no 1°, 3°,5°e 7°
dia pods-tratamentos, respectivamente. Ambos o0s sexos apresentaram as
alteragcdes histoldgicas descritas para os pintos infectados, ou seja, aumento
progressivo da proliferagéo de tecido conjuntivo na submucosa (inicio a partir do
1° dpi), aumento gradativo da largura das dobras cecais (a partir do 5° dpi) e total
perda da morfologia dos vilos da mucosa (também a partir do 5° dpi). Como
mostrados nas Figuras 10 e 11, a alta proliferagao de tecido conjuntivo ocorreu na
submucosa e mucosa, houve infiltracédo de células inflamatorias na lamina prépria
e epitélio dos vilos, e locais de perda de epitélio proximo ao qual se concentravam
leucécitos.

Nas Figuras 5 M-P e 6 M-P sao apresentados cortes histolégicos dos cecos
dos pintos tratados com exclusdo competitiva antes da infecgao por SE (ECI), no
1°, 3°, 5° e 7° dia poés-tratamentos, respectivamente. Machos e fémeas nao
diferiram nas caracteristicas histologicas cecais, as quais corresponderam as
caracteristicas registradas para as aves nao infectadas e foram mantidas ao longo

dos 7 dias experimentais (Figura 12).
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Figura 5. Fotomicrografia dos cecos de pintos machos nao infectados com SE (NI, A-D), infectados
com SE (I, E-H), submetidos a exclusdo competitiva apés (IEC, I-L) e antes (ECI, M-P) da
infecgdo com SE, no 1°, 3°, 5° e 7° dias pos-tratamentos. Coloragéo HE. Barras: 500um.
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Figura 6. Fotomicrografia dos cecos de pintos fémeas nao infectados com SE (NI, A-D), infectados
com SE (I, E-H), submetidos a exclusdo competitiva apés (IEC, I-L) e antes (ECI, M-P) da
infecgcdo com SE, no 1°, 3°, 5° e 7° dias pods-tratamentos. Coloragao HE. Barras: 500 um.
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Figura 7. Fotomicrografias dos cecos de pintos machos n&o infectados com Salmonella
Enteritidis, mostrando detalhe da dobra cecal (A), dos vilos e criptas de sua camada
mucosa (B) e da rara infiltragéo de leucdcitos (LEU) na mucosa. C: cripta, Mm: Muscular
da Mucosa, M: camada muscular, Mu: camada mucosa, SMU: camada sub-mucosa S:
camada serosa, V: vilos. Coloragao HE. Barras: 200 pm (A), 200 um (B), 50 um (C).
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Figura 8. Fotomicrografias do ceco de pintos machos infectados com Salmonella Enteritidis no 1°,
3°, 5° e 7° dia p6s infecgdo (figuras A, B, C e D, respectivamente), mostrando a
proliferagéo do tecido conjuntivo da submucosa e o aumento de tamanho e perda das
caracteristicas morfoldgicas das pregas cecais, apos infecgdo. C: cripta, Mm: Muscular
da Mucosa, M: camada muscular, SMU: camada sub-mucosa, Mu: camada mucosa, S:
camada serosa, V: vilos. Coloragao HE. Barras: 200 pm.
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Figura 9. Fotomicrografias dos cecos de pintos de corte infectados com Salmonella Enteritidis,
mostrando a alta infiltragdo de leucdcitos polimorfonucleares (PMN) na mucosa (A)
detalhe das criptas da camada mucosa e camada submucosa (B), e perda de células
epiteliais (C). C: cripta, Mm: Muscular da Mucosa, LEU: leucdcitos, M: camada
muscular, Mu: camada mucosa, SMU: camada submucosa. Coloragdo HE. Barras: 50
pm.
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Figura 10. Fotomicrografias dos cecos de pintos machos, submetidos a exclusdo competitiva apos
infeccdo com Salmonella Enterititis, mostrando detalhe das dobras cecais no 1°, 3°, 5° e
7° dia pos infecgao (figuras A, B, C e D, respectivamente), (A). C: cripta, Mm: Muscular
da Mucosa, M: camada muscular, SMU: camada sub-mucosa, Mu: camada mucosa, V:
vilos. Coloracao HE. Barras: 200 ym.
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Figura 11. Fotomicrografias dos cecos de pintos de corte machos submetidos a exclusédo
competitiva apds infeccdo com Salmonella Enteritidis mostrando a alta infiltragdo de
leucdcitos na mucosa (A) detalhe dos vilos e criptas da camada mucosa (B), perda de
células epiteliais (C). C: cripta, Mm: Muscular da Mucosa, LEU: leucécitos, Mu: camada
mucosa, V: vilos. Coloragéo HE. Barras: 50 um.
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Figura 12. Fotomicrografias do ceco de pintos machos, submetidos a exclusdo competitiva antes
da infeccdo com Salmonella Enteritidis, mostrando detalhe das dobras cecais no 1°, 3°,
5° e 7° dia pos infecgao (figuras A, B, C e D, respectivamente), (A). C: cripta, M: camada
muscular, SMU: camada submucosa, Mu: camada mucosa, S: camada serosa. Coloragao
HE. Barras: 200 ym.
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5.5. Anéalise Morfométrica dos Cecos

Nas Tabelas 1 e 2 estdo apresentados os resultados referentes a altura e
largura das pregas cecais.

Em relacdo a altura das pregas cecais (Tabela 1), verificou-se efeito do
sexo (S) no 1° e 3° dpi, nos quais as fémeas apresentaram pregas cecais mais
altas que as pregas dos cecos dos machos. O efeito do tratamento (T) sobre a
altura das pregas cecais (Tabela 1) foi observado no 1° e 5° dpi. No 1° dpi, as
pregas cecais foram mais altas nos pintos tratados com exclusdo competitiva
(IEC) apds infeccdo por SE do que nos pintos dos demais tratamentos, que por
sua vez, nao apresentaram diferencgas significativas nesse parametro entre si. Ja
no 5° dpi, a altura das pregas cecais dos pintos ndo infectados (NI) foi similar a
dos pintos nao infectados (NI) e menor que a dos cecos dos pintos tratados com
exclusdao competitiva (IEC) apdés a infeccédo por SE. Além disso, ndao houve
diferenca (p>0,05) na altura das pregas cecais entre os pintos infectados () e os
pintos tratados com EC (ECI e IEC). No 7° dpi, ocorreu interagdo significativa
(p<0,05) entre sexo (S) e tratamentos (T) (Tabelas 1 e 2), a qual mostrou que
pintos machos infectados por Salmonella Enteritidis (I) apresentaram os maiores
valores de altura das pregas cecais quando comparados com os machos dos
demais tratamentos. No caso das fémeas, os pintos infectados por SE () e os
tratados com exclusao competitiva antes (ECI) e apos (IEC) a infeccdo com SE
apresentaram as maiores alturas de pregas cecais. Diferengas entre machos e
fémeas foram observadas nos pintos nao infectadas (NI) e infectados () por SE,
nos quais machos apresentaram pregas cecais mais altas que as dos cecos das
fémeas.

Para largura das pregas cecais (Tabela 1), houve efeito dos tratamentos (T)
no 1° 3° e 5° dpi. No 1° dpi, os pintos ndo infectados (NI) apresentaram pregas
cecais com largura menores que as registradas para as pregas cecais dos pintos
dos demais tratamentos. A largura das pregas cecais dos pintos infectados (I) foi
menor que a dos pintos tratados com EC apds infecgao por SE (IEC), os quais nao
diferiram dos pintos tratados com EC antes da infec¢cao por SE (ECI) nesse

parametro. No 3° dpi, pintos infectados (I) e os tratados com EC antes da infecgéo
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(IEC) apresentaram pregas cecais com largura similar, porém e significativamente
maiores que a largura das pregas dos cecos dos demais tratamentos. No 5° dpi,
pintos infectados (I) apresentaram pregas cecias com largura similar a registrada
para os cecos dos pintos tratados com EC apds infeccdo (IEC), e
significativamente mais largas que as dos cecos dos pintos dos dois outros
tratamentos. Por outro lado, os pintos tratados com EC antes da infec¢ao (ECI)
apresentam pregas cecais mais largas que dos pintos nao infectados (NI).

Ainda para largura das pregas cecais, no 7° dpi foi observada interagéo
significativa (p<0,05) entre sexo (S) e tratamentos (T) (Tabelas 1 e 2). De acordo
com a mesma, pintos machos infectados e os tratados com EC apds infeccéo
apresentaram as maiores larguras das pregas cecais, quando comparados aos
demais tratamentos. Nas fémeas, a largura das pregas cecais dos pintos
infectados (1) foi significativamente menor que as dos pintos tratados com EC apds
infeccao (IEC). Além disso, as pregas cecais dos pintos infectados (l) foram mais
largas que as dos cecos dos pintos néo infectados e dos tratados com EC antes
da infeccdo. Diferengcas entre machos e fémeas nesse parametro foram
observadas apenas nos pintos infectados e nos tratados com EC pds infecgao.
Nos primeiros, machos apresentaram pregas cecais mais largas que as fémeas.

No ultimos machos tratados tiveram pregas cecais mais estreitas que as fémeas.
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Tabela 1. Efeitos dos sexos e tratamentos sobre a altura (um) e largura (um) das

pregas cecais, em pintos de corte no 1°, 3° 5° e 7° dpi.

Dias pés-infeccao

10 30 50 70
Altura (um)
Sexo (S)
M 406,27 b 564,89 b 709,18 a 784,60
F 450,67 a 644,83 a 692,44 a 718,87
Tratamentos (T)
NI 422,02 b 609,54 a 604,61 ¢ 633,83
I 374,90 b 670,17 a 728,58 ab 813,47
IEC 526,06 a 564,43 a 794,13 a 773,40
ECI 390,90 b 575,29 a 675,91 bc 806,24
Probabilidades
S 0,0310 * 0,0220 * 0,5990 " <0,0001 *
T <0,0001 * 0,1310" 0,0010 * <0,0001 *
SxT 0,1530" 0,1970" 0,0760" <0,0001 *
C.V. (%)! 12,00 10,30 19,99 15,75
Largura (um)
Sexo (S)
M 457,05 a 529,35 a 701,22 a 844,24
F 456,85 a 504,76 a 710,13 a 788,05
Tratamentos (T)
NI 360,75 ¢ 457,06 b 406,60 ¢ 477,06
I 441,29 b 585,78 a 931,87 a 1055,39
IEC 561,05 a 554,85 a 997,19 a 1183,02
ECI 464,70 ab 470,53 b 572,48 b 549,13
Probabilidades
S 0,9950" 0,4450 " 0,5500"° 0,1890"
T 0,0010 * 0,0120 * <0,0001 * <0,0001 *
SxT 0,1910" 0,2330" 0,1440" <0,0001 *
C.V. (%)" 18,36 10,84 18,71 15,16

' = Coeficiente de variagdo; ™ = n&o significativo; * = Significativo; a — c: 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: infec¢do com SE e tratado com EC, ECI:
tratado com EC e infectado com SE.
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Tabela 2. Interagao entre os sexos e tratamentos sobre a altura (um) e largura das

pregas cecais, em pintos de corte no 7° dpi.

Sexos Tratamentos
NI I IEC ECI
Altura (um)
713,90 Ba 925,40 Aa 726,40 Ba 772,80 Ba
F 553,80 Bb 701,60 Ab 820,40 Aa 839,70 Aa
Largura (um)
481,20 Ba 1276,90 Aa 1061,80 Ab 557,00 Ba
F 472,90 Ca 833,90 Bb 1304,20 Aa 541,20 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: infecgdo com SE e tratado com EC, ECI: tratado com EC e infectado com
SE.
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A Tabela 3 mostra os resultados referentes a espessura da parede cecal.
Houve efeito principal (p<0,05) do sexo apenas no 1° dpi, no qual as fémeas
apresentaram parede cecal mais espessa que os machos. Efeito significativo
(p<0,05) do tratamento sobre esse parametro foi observado no 1°, 3° e 5° dpi. No
1° dpi, os pintos tratados com exclusdo competitiva apds infecgéo por SE (IEC)
apresentaram parede cecal mais espessa que os pintos submetidos aos demais
tratamentos, que nao diferiram entre si nesse parametro. No 3° dpi, a maior
espessura da parede cecal foi apresentada pelos pintos infectados, ndo ocorrendo
diferenga nesse parametro entre as aves dos 3 outros tratamentos. Ja no 5° dpi, a
maior espessura da parede cecal foi apresentada pelos pintos tratados com EC
ap6s a infecgao por SE, ndo ocorrendo diferenca nesse parametro entre as aves
dos outros tratamentos. No 7° dpi, ocorreu interagdo significativa (p<0,05) entre
sexo e tratamentos (Tabelas 3 e 4). De acordo com essa interagao, pintos machos
infectados apresentaram paredes cecais mais espessas que o0os machos dos
demais tratamentos, enquanto que todas as fémeas infectadas e tratadas ou nao
com EC apresentaram espessura similar de parede cecal, porém maior que a
observada nos pintos fémeas nao infectados. A interagcdo também mostrou que
diferengas significativas (p<0,05) na espessura da parede dos cecos entre os
sexos ocorreram nos pintos ndo infectados, nos infectados e nos tratados com EC
apo6s a infeccado. Nos dois primeiros tratamentos, a espessura da parede cecal foi
maior nos machos que nas fémeas. No terceiro tratamento, ela foi maior nas

fémeas que nos machos.
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Tabela 3. Efeitos dos sexos e tratamentos sobre a espessura da parede cecal

(um) nas pregas cecais, em pintos de corte no 1°, 3°, 5° e 7° dpi.

Dias pés-infeccgao

1° 30 50 7°
Sexo (S)
M 590,33 b 794,49 a 922,93 a 1004,97
F 648,45 a 839,89 a 936,98 a 969,62
Tratamentos (T)
NI 592,47 b 753,41b 912,51 b 965,05
I 564,41 b 883,86 a 916,50 b 1115,91
IEC 748,78 a 771,81 b 1054,05 a 1041,67
ECI 571,92 b 753,41 b 836,78 b 976,51
Probabilidades
S 0,0160 * 0,1480™ 0,6890 ™ 0,3160 "™
T <0,0001 * 0,0080 * <0,0001 * <0,0001 *
SxT 0,4110"™ 0,2050 " 0,3020 "™ <0,0001 *
C.V. (%) 15,05 13,85 17,71 12,61

' = Coeficiente de variagdo; ™ = 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: infecgcdo com SE e tratado com EC, ECI:

tratado com EC e infectado com SE.
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Tabela 4. Interacédo entre os sexos e tratamentos sobre a espessura da parede

cecal (um) nas pregas cecais, em pintos de corte no 7° dpi.

Tratamentos
Sexo
NI I IEC ECI
M 999,30 Ba 1234,70 Aa 951,90 Bb 933,90 Ba
F 930,80 Bb 997,10 Ab 1131,40 Aa 1019,10 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¢gdo com SE e tratado com EC, ECI: tratado com EC e infectado com
SE.
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Na Tabela 5, sdo apresentados os resultados referentes a espessura das
tunicas mucosa e muscular dos cecos.

Em relacdo a espessura da mucosa, no 1° e 3° dpi, houve efeito
significativo (p<0,05) apenas dos tratamentos. No 1° dia, a espessura dessa tunica
maior nos pintos tratados com exclusao competitiva apés a infecgéao (IEC) do que
nos pintos dos outros tratamentos, e menor nos pintos tratados com exclusao
competitiva antes da infeccéo (IEC). No 3° dpi, a espessura da mucosa foi maior
nos pintos infectados (I) e nos tratados com exclusao competitiva apés a infecgéo
do que nos pintos nao infectados ou tratados com exclusdo competitiva antes da
infeccao, além disso, ndo houve diferenca significativa na espessura da mucosa
entre os pintos dos dois primeiros tratamentos e entre os pintos dos dois ultimos.

No 5° e no 7° dpi, ocorreu interagao significativa (p<0,05) entre sexo e
tratamento (Tabela 5 e 6). No 5° dpi, observou-se que pintos machos infectados (I)
e os tratados com exclusdo competitiva apos a infecgao (IEC) ndo diferiram entre
si na espessura da mucosa, mas apresentaram mucosa mais espessa que 0s
pintos nao infectados e os tratados com exclusdo competitiva antes da infecgao,
0s quais também néo diferiram entre si nesse parametro. Fémeas infectadas (I) e
as tratadas com exclusdo competitiva apés a infecgédo (IEC) também néo diferiram
entre si na espessura da mucosa e apresentaram mucosa mais espessa que as
fémeas nao infectadas e as tratadas com exclusao competitiva antes da infeccao,
mas essas Ultimas apresentaram paredes cecais mais espessas que as nao
infectadas.

Ainda no 5° dia, diferencas na espessura da mucosa entre machos e
fémeas foram registradas apenas nos pintos tratados com exclusdo competitiva
antes da infec¢ao nos tratamento (ECI), cujas fémeas tiveram paredes cecais mais
espessas que os machos. No que se refere ao 7° dpi, a interacédo entre sexo e
tratamentos (Tabelas 5 e 6) mostrou que machos infectados apresentaram maior
espessura de mucosa que 0s machos tratados com exclusao competitiva apos a
infeccdo, e esses apresentaram mucosa mais espessa que 0s machos nao
infectados e os tratados com exclusdao competitiva antes da infecgcao, que nao

diferiram entre si nesse parametro. Nas fémeas, a maior espessura de mucosa foi
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observada nos pintos tratados com exclusdo competitiva apds a infecgdo. Além
disso, as fémeas infectadas apresentaram mucosa mais espessa que as fémeas
nao infectadas e as tratadas com exclusdo competitiva antes da infecgao, que nao
diferiram entre si nesse parametro. Houve diferenca significativa (p<0,05) na
espessura da mucosa entre 0s sexos apenas para os pintos infectados e os
tratados com exclusao competitiva apds infeccdo. Nos primeiros, a mucosa foi
mais espessa nos machos que nas fémeas. Nos ultimos, ela foi mais espessa nas
fémeas que nos machos. Para a tunica muscular (Tabela 5), no 1°, 3° e 5° dpi,
houve apenas efeito significativo (p<0,05) dos tratamentos. No 1° dpi, a tunica
muscular mais espessa foi verificada nos pintos tratados com exclusao competitiva
apo6s a infeccado por SE do que nos pintos dos outros trés tratamentos, entre os
quais nao ocorreu diferenga significativa (p>0,05) na espessura desta tunica. Ja
no 3° dpi os pintos infectados apresentaram a maior espessura de muscular,
quando comparado aos demais tratamentos.

No 5° dpi, os pintos nao infectados e os tratados com exclusdo competitiva
antes da infeccdo apresentaram espessura da tunica muscular similares e
significativamente inferior aos pintos infectados com SE, que por sua vez,
apresentaram valores de espessura inferior aos dos pintos tratados com exclusao
competitiva apos a infecgdo por SE. No 7° dpi, a interacdo entre sexo e
tratamentos (Tabelas 5 e 6) mostrou que machos infectados apresentaram maior
espessura de muscular que os machos dos demais tratamentos, e que os machos
tratados com exclusdo competitiva apdés a infecgdo tiveram muscular mais
espessa que os nao infectados e os tratados com exclusdo competitiva antes da
infeccdo, que nao diferiram entre si nesse parametro. Com relacao as fémeas, as
infectadas e as tratadas com EC apods a infecgao (IEC) apresentaram valores de
espessura de mucosa similares, mas maiores que as nao infectadas e as tratadas
com EC antes da infecgéo por SE, que nao diferiram entre si nesse parametro. No
7° dpi, ndo houve diferengas significativas (p>0,05) na espessura da muscular

cecal entre 0s sexos.
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Tabela 5. Efeitos dos sexos e tratamentos sobre espessura (um) das tunicas

mucosa e muscular, em pintos de corte no 1°, 3°, 5° e 7° dpi.

Dias pés-infeccao
1° 3° 50 7°

Mucosa (um)

Sexo (S)
M 157,04 a 220,28 a 285,13 a 283,37
F 155,75 a 215,91 a 277,54 a 370,07
Tratamentos (T)
NI 137,01 ¢ 186,23 b 186,40 c 187,12
I 148,81 bc 259,95 a 368,24 a 391,41
IEC 184,63 a 238,58 a 353,96 a 537,73
ECI 155,11 b 187,62 b 216,73 b 190,63
Probabilidades
S 0,8430" 0,5920" 0,5710"™ <0,0001 *
T <0,0001 * <0,0001 * <0,0001 * <0,0001 *
SxT 0,4080" 0,4500 " 0,0350 * <0,0001 *
C.V. (%)! 14,31 12,60 15,29 19,09
Muscular (um)
Sexo (S)
M 184,06 a 194,48 a 193,46 a 220,36
F 197,78 a 179,00 a 213,75a 251,63
Tratamentos (T)
NI 170,44 b 180,13 b 185,74 ¢ 181,24
I 189,51 b 213,68 a 217,91b 302,43
IEC 222,72 a 175,03 b 259,92 a 290,04
ECI 181,01 b 178,11b 180,86 ¢ 170,26
Probabilidades
S 0,1410" 0,5640 " 0,0810" 0,0230 *
T 0,0010 * <0,0001 * <0,0001 * <0,0001 *
SxT 0,0650 " 0,8850 ™ 0,0200" 0,0010 *
C.V. (%)" 10,77 14,21 19,75 15,45

= Coeficiente de variagdo; ™ = nao significativo; * = Significativo; a — c: 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: infec¢do com SE e tratado com EC, ECI:
tratado com EC e infectado com SE.
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Tabela 6. Interagcdo entre os sexos e tratamentos sobre a espessura da tunica

mucosa (um) e muscular, em pintos de corte.

Tratamentos
Sexos
NI [ IEC ECI
Tunica Mucosa
201,45 Ba 362,07 Aa 383,42 Aa 193,61 Bb
5° DPI
171,36 Ca 374,42 Aa 324,52 Aa 239,86 Ba
175,42 Ca 457,79 Aa 298,64 Bb 201,66 Ca
7° DPI
198,82 Ca 325,04 Bb 376,82 Aa 179,61 Ca
Tdnica Muscular
7° DPI M 185,45 Ca 309,38 Aa 225,50 Bb 161,13 Ca
F 177,04 Ba 295,49 Aa 354,60 Aa 179,40 Ba

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¢gdo com SE e tratado com EC, ECI: tratado com EC e infectado com
SE.
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5.6. Quantificagdo de células inflamatdrias

As Tabelas 7 e 8 contém os resultados obtidos para o numero de células
inflamatérias (em 1000 um?) na mucosa e submucosa das pregas cecais.

O numero de células inflamatérias na mucosa (Tabela 7) foi influenciado
significativamente (p<0,05) pela interagao entre sexo e tratamento no 1° e 3° dpi e
pelo tratamento no 5° dpi. N&o houve efeito (p>0,05) dos dois fatores analisados
sobre 0 numero de células inflamatdrias na mucosa no 7° dpi. Os dados da Tabela
8 mostram que, no 1° dpi, machos e fémeas infectados (I) e os tratados com EC
apos infecgao por SE (IEC) apresentaram numero similar de células inflamatérias
e significativamente (p<0,05) maiores que os registrados para os pintos dos
demais tratamentos (NI e ECI). Todavia, nos machos, n&do ocorreu diferenga
significativa no niumero de células inflamatdrias entre os pintos nio infectados e os
tratados com EC antes da infeccdo, enquanto que nas fémeas o numero de
células inflamatdrias foi maior nos pintos n&o infectados que nos tratados com EC
antes da infeccdo. No 1° dpi, ndo ocorreu diferenca no numero de células
inflamatérias entre os sexos em nenhum tratamento. No 3° dpi, o numero de
células inflamatdrias foi maior nos pintos machos infectados que nos machos dos
demais tratamentos, e maior nos machos tratados com EC apds a infeccéo do que
nos nao infectados e nos tratados com EC antes da infecgdo por SE, que néo
diferiram entre si nesse parametro. Fémeas infectadas e as tratados com EC apés
a infecgao tiveram numero similar de células inflamatérias, porém maior que as
fémeas nao infectadas e as tratadas com EC antes da infec¢do, as quais também
nao diferiram entre si na contagem desse tipo celular. Houve diferenga entre os
sexos na contagem de células inflamatoérias apenas nos pintos infectados e nos
tratados com EC apods a infecgao, sendo a contagem maior nas fémeas que nos
machos. No 5° dpi, o numero de células inflamatdrias foi influenciado
significativamente (p<0,05) e foi maior nos pintos infectados e nos tratados com
EC apds a infeccdo do que nos nao infectados e nos tratados com EC antes da
infeccdo. Além disso, ndo houve diferenca significativa nesse parametro entre os

pintos dos dois tratamentos e entre os pintos dos dois ultimos tratamentos
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mencionados. No 7° dpi, ndo ocorreu efeito significativo (p>0,05) do sexo e do
tratamento e nem interacao entre eles.

Para numero de células inflamatodrias na submucosa (Tabelas 7 e 8), houve
interacdo significativa (p<0,05) entre sexo e tratamento no 1° dpi, efeito
significativo do sexo e do tratamento no 3° dpi e nenhum efeito dos fatores e da
interacao entre eles no 5° e 7° dpi. Como mostrado na Tabela 8, no 1° dpi, pintos
machos tratados com EC apdés a infecgdo por SE (IEC) foram os que
apresentaram a maior contagem de células inflamatdrias na submucosa, seguidos
pelos pintos infectados (l) e pelos tratados com EC antes da infecgéo por SE (ECI)
que por sua vez nao diferiram entre si nesse parametro, mas apresentaram
contagem de células inflamatérias maior que os pintos nao infectados. No caso
das fémeas, o maior numero de células inflamatérias foi registrado na submucosa
das que foram infectadas (l) e das tratadas com EC apds a infecgédo por SE (IEC),
as quais apresentaram numero similar de células inflamtérias. Ambas, porém,
tiveram contagem maior de células inflamatorias que o observado para as fémeas
nao infectadas e para as tratados com EC antes da infeccdo, que também néao
diferiram entre si nesse parametro. Machos e fémeas diferiram no numero de
células inflamatérias na submucosa apenas quando infectados. Sendo a contagem
maior nas fémeas que nos machos. No 3° dpi, as fémeas apresentaram maior
numero de células inflamatérias na submucosa que os machos. Além disso, os
pintos infectados (I) apresentaram maior numero de células inflamatorias na
submucosa que os nao infectados e os tratados com EC antes da infecgao por SE.
Enquanto que os demais tratamentos ndo apresentaram diferengas significativas
entre si. No 5° e 7° dpi, ndo ocorreu efeitos significativos (p>0,05) dos fatores e

nem interacao entre eles.
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Tabela 7. Efeitos dos sexos e tratamentos sobre o nimero de células inflamatoérias
em 1000 um? de mucosa e submucosa das pregas cecais, em pintos de
corte no 1°, 3°, 5° e 7° dpi.

Dias pés-infeccao
1° 3° 50 7°

N° de Células inflamatérias na mucosa

Sexo (S)
M 13,30 7,12 2,67 a 245a
F 11,85 11,35 3,40 a 1,95 a
Tratamentos (T)
NI 6,90 3,65 2,60b 215a
I 22,30 16,85 3,90 a 2,75a
IEC 17,15 14,20 3,76 a 2,30 a
ECI 3,95 2,25 1,75b 1,60 a
Probabilidades
S 0,2980 " <0,0001 * 0,0530" 0,0880 "™
T <0,0001 * <0,0001 * <0,0001 * 0,0630"
SxT 0,0200 * <0,0001 * 0,2540 " 0,1206"
C.V. (%)" 20,44 19,61 14,40 11,22
N° de Células inflamatérias na submucosa
Sexo (S)
M 6,250 1,15b 0,87 a 1,250 a
F 9,875 2,10 a 1,02 a 0,925 a
Tratamentos (T)
NI 3,25 1,05b 0,60 a 0,65a
I 11,65 2,25a 1,00 a 1,45 a
IEC 13,15 1,90 a 1,45a 1,00 a
ECI 4,20 1,30 b 0,75a 0,65 a
Probabilidades
S 0,0010 * 0,0170 * 0,5370 "™ 0,1110 ™
T <0,0001 * 0,0020 * 0,0790 "™ 0,0650 "™
SxT 0,0050 * 0,3920 ™ 0,9060 " 0,1680 "™
C.V. (%)" 22,14 18,37 21,65 13,74

= Coeficiente de variagdo; ™ = nao significativo; * = Significativo; a — c: 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: infec¢do com SE e tratado com EC, ECI:
tratado com EC e infectado com SE.
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Tabela 8. Interacdo entre os sexos e tratamentos sobre o numero de Células
inflamatérias em 1000 pm? de mucosa e submucosa das dobras

cecais em pintos de corte.

Tratamentos
NI I IEC ECI

Sexos

N° de Células inflamatérias na mucosa (1000 pm?)

5,20 Ba 26,60 Aa 17,90 Aa 3,50 Ba

1° DPI
F 8,60 Ba 18,00 Aa 16,40 Aa 4,40 Ca
3,40 Ca 13,00 Ab 9,90 Bb 2,20 Ca

3° DPI
F 3,90 Ba 20,7 Aa 18,50 Aa 2,30 Ba

N° de Células inflamatérias na submucosa (1000 pym?)

2,60 Ca 9,90 Ab 10,70 Aa 4,80 Ba

1° DPI
3,90 Ba 16,40 Aa 15,60 Aa 3,60 Ba

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: infecgdo com SE e tratado com EC, ECI: tratado com EC e infectado com
SE.
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5.7. Quantificacdo de Células caliciformes

Nos dados das contagens de células caliciformes AB+ e PAS+ sao
mostrados nas Tabelas 9 e 10.

Para células caliciformes AB+, ndo ocorreu efeito do sexo, do tratamento e
da interagao entre eles no 1° dpi.

No 3° dpi, houve influéncia significativa (p<0,05) do sexo e do tratamento.
As fémeas apresentaram menor contagem de células caliciformes AB+ que os
machos. Os pintos infectados (I) e os tratados com EC apds infecgao por SE (IEC)
tiveram contagens de células caliciformes AB+ similares e significativamente
(p<0,05) maiores que os pintos tratados com EC antes da infecgéao por SE (ECI),
que por sua vez, apresentaram valores superiores aos dos pintos n&o infectados.

No 5° dpi, houve interacdo significativa entre sexo e tratamento para a
contagem de células caliciformes AB+. Como mostrado na Tabela 10, pintos
machos ndo infectados (NI) apresentaram a mesma contagem de células
caliciformes AB+ que os tratados com EC apds a infeccdo por SE, porém maior
que a contagem observada para os tratados com EC antes da infecgéo por SE
(ECI) e os infectados (l), que nao diferiram entre si nesse parametro. Para as
fémeas, a menor contagem de células caliciformes AB+ foi registrada nas nao
infectadas, enquanto que, nos outros trés tratamentos n&o foi observado
diferencas entre este parametro. Houve diferenca entre os sexos nos pintos nao
infectados e nos tratados com EC antes da infecgdo. A contagem de células
caliciformes AB+ foi maior nas fémeas que nos machos nas aves tratadas com EC
antes da infecgdo, porém o quadro se inverte nos pintos ndo infectados, ou seja,
neste tratamento sdo os machos que apresentam a maior contagem de células
caliciformes AB+.

No 7° dpi, também ocorreu influéncia significativa (p<0,05) do sexo e do
tratamento (Tabela 9). As fémeas apresentaram maior contagem de células AB+
que os machos. Pintos infectados apresentaram a mesma contagem de células
que os tratados com EC ap6s a infecgado e contagem maior que os nao infectados
e os tratados com EC antes da infecgdo, ao mesmo tempo que os tratados com

EC antes da infecgdo apresentaram maior contagem que os ndo infectados.
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Para a contagem de células caliciformes PAS+, ocorreu influéncia
significativa do tratamento no 1°, 3° e 5° dpi, e do sexo (S) no 3° e 5° dpi, e
interacdo significativa entre sexo e tratamento no 7 dpi.

No 1° dpi, os pintos néo infectados (NI) apresentaram menor contagem de
células caliciformes PAS+ que os pintos dos outros trés tratamentos. No 3° dpi, as
fémeas apresentaram menor contagem de células PAS+ que os machos. Além
disso, os pintos infectados (I) e os tratados com EC antes e apds a infecgao por
SE (ECI e IEC) apresentaram contagem similar de células, porém maior que a
contagem de células caliciformes PAS+ dos pintos nao infectados. No 5° dpi,
machos apresentaram contagem maior de células caliciformes PAS+ que as
fémeas. Pintos infectados n&o diferiram dos tratados com EC apés a infeccédo na
contagem dessas células, mas tiveram maior contagem que os pintos nao
infectados e os tratados com EC antes da infeccdo. No 7° dpi, como mostra a
Tabela 10, machos infectados (I) e os tratados com EC apéds a infec¢gao por SE
(IEC) apresentaram contagem similar de células caliciformes PAS+, mas que foi
maior que a observada para os machos nao infectados e os tratados com EC
antes da infecgao, que, por sua vez, nao diferiram entre si na contagem dessas
células. Ao mesmo tempo, fémeas infectadas (I) e as tratadas com EC apds a
infeccédo por SE (IEC) apresentaram contagem similar de células caliciformes
PAS+, mas que foi maior que a observada para os fémeas tratadas com EC antes
da infeccdo, que, por sua vez, apresentaram valores deste parametro
significativamente superior aos das nao infectadas. Ainda no 7° dpi, ndo houve

diferenga na contagem de células caliciformes PAS+ entre os sexos.
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Tabela 9. Efeitos dos sexos e tratamentos sobre o numero de células caliciformes

(AB+) e (PAS+) em 300 um de epitélio das dobras cecais, em pintos de

corte no 1°, 3°, 5° e 7° dpi.

Dias pés-infeccao

10 30 50 70
N° de células caliciformes AB+/300 um
Sexo (S)
M 15,18 a 17,87 a 16,28 12,37 b
F 16,62 a 14,43 b 18,36 16,62 a
Tratamentos (T)
NI 15,75 a 15,25 ¢ 15,12 9,12¢
I 18,75 a 18,62 a 18,75 19,00 a
IEC 13,50 a 19,37 a 18,12 15,25 ab
ECI 15,62 a 17,37 b 17,28 13,62 b
Probabilidades
S 0,2330 ™ 0,0050 * 0,1760 "™ 0,0030 *
T 0,0550 " <0,0001 * <0,0001 * <0,0001 *
SxT 0,1340 ™ 0,1260 " 0,0120 * 0,0590 "
C.V. (%)! 9,48 15,34 16,48 19,96
N° de células caliciformes PAS+/300 uym
Sexo (S)
M 16,62 a 12,37 b 18,75 a 11,50
F 14,31 a 15,81 a 14,81 b 13,75
Tratamentos (T)
NI 11,25 b 10,87 b 11,75 ¢ 8,25
I 18,50 a 18,62 a 23,12 a 15,75
IEC 17,00 a 17,12 a 17,62 a 15,75
ECI 15,12 a 13,75 a 14,62 b 11,25
Probabilidades
S 0,1390 ™ 0,0400 * 0,0010 * 0,0090 *
T 0,0090 * <0,0001 * <0,0001 * <0,0001 *
SxT 0,5700 "™ 0,2230 ™ 0,0640 ™ 0,0080 *
C.V. (%)* 9,12 19,91 11,50 13,25

' = Coeficiente de variagdo; ™ = n&o significativo; * = Significativo; a — c: 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: infec¢do com SE e tratado com EC, ECI:

tratado com EC e infectado com SE.
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Tabela 10. Interagdo entre os sexos e tratamentos sobre o numero de células

caliciformes AB+ e PSA+ em 300 pm? de epitélio cecal de pintos de

corte.
Tratamentos
Sexos
NI I IEC ECI
N° de células caliciformes AB+/300 um
17,25 Aa 15,50 Bb 17,75 Aa 14,62 Bb
50 DPI
F 13,00 Bb 22,00 Aa 18,50 Aa 19,95 Aa
N° de células caliciformes PAS+/300 um
8,00 Ba 16,25 Aa 15,75 Aa 11,00 Ba
7° DPI
6,00 Ca 15,25 Aa 14,75 Aa 10,50 Ba

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¢gdo com SE e tratado com EC, ECI: tratado com EC e infectado com

SE.
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6. DISCUSSAO

6.1. Condicdes Clinica, Dados de Necropsia e Mortalidade

No 1° e 3° dpi, em nenhum dos sexos foram constatados sinais clinicos ou
alteracbes macroscopicas aparentes decorrentes da infecgdo por SE com ou sem
tratamento com EC. No 5° e 7° dpi, entretanto, pintos infectados com SE (I) e os
tratados com EC apés infecgao (IEC), machos e fémeas, apresentaram sonoléncia
e asas caidas, sinais caracteristicos de depressao, e episédios de diarréia, bem
como congestdo hepatica e esplénica, lesdes cecais (tiflite) com presenca de
exsudato caseoso de cor amarelada e espessamento da parede do 6rgao, sem
alteragdes patologicas aparentes no pulmao e coragdo. Dados clinicos similares
foram registrados por FLORES et al. (2008). BARROW (1991), DESMIDT et al.
(1997), BARROW (2000) e FERNANDEZ et al. (2001), entretanto, identificaram,
em aves inoculadas experimentalmente, sinais clinicos gerais compativeis com
quadro septicémico (penas arrepiadas, sonoléncia, tamponamento da cloaca e
falta de coordenacg&o) idénticos ao registrados por FERREIRA et al. (1990) em
infeccdes naturais por S. Enteritidis. HINTON et al. (1989), por sua vez, néao
observaram nenhum sinal clinico em aves de corte recebendo alimentos
contaminados com Salmonella Enteritidis. No que se refere aos achados de
necropsia, diferentemente do observado no presente estudo, BARROW (1991),
GORHAM et al. (1991,1994), DESMIDT et al. (1997), DHILLON et al. (1999,
2001), constataram alteragcbes mais pronunciadas no saco vitelinico, ceco e
figado, além do aparecimento de lesdes no coragdo, peritbnio e articulagao
tibiotarsica. Por outro lado, HINTON et al. (1989) nao registraram lesées, embora
tenham demonstrado a capacidade invasiva da Salmonella Enteritidis em aves
jovens, tanto no intestino quanto em outros 6rgaos. Tais diferengas entre os dados
do presente estudo e dos demais autores devem estar relacionadas, sobretudo, ao
fato do estabelecimento da infecgao envolver a inter-relacdo entre suscetibilidade
do hospedeiro, amostra e dose infectante (GAST 1997), via de inoculagado, dose
infectante, idade, via de infecgao, viruléncia da cepa, fagotipo e repertério genético

determinam a gravidade dos processos infecciosos por Salmonella Enteritidis
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(BARROW et al., 1994; SIEBERS & FINLAY, 1996; KINGSLEY & BAUMER, 2000;
WALLIS & GALYOV, 2000).

Tais alteragbes clinicas e patoldgicas, entretanto, ndo foram observadas no
presente estudo nos pintos nao infectados (NI) e nos tratados com EC antes da
infeccao (ECI). Considerando que tais animais (NI e ECI), ao contrario dos pintos |
e |IEC, ndo apresentaram contagens significativas de S. Enteritidis (STERZO et al.,
2008 — Anexo Il), nossos dados mostram que tratamento com EC apés infecgao
nao evita os efeitos clinicos e patoldgicos que sdo causados pela infecgao por SE.
Por outro lado, nossos dados reforgam a possibilidade de se evitar os efeitos da
infeccao por SE quando o tratamento com EC é realizado antes da infeccéao.

Durante todo o periodo experimental ndo foi observado mortalidade em
nenhum tratamento experimental, para nenhum dos sexos, corroborando com as
observacgoes realizadas por SURESH et al. (2006) e OKAMOTO et al. (2009), que
verificaram que as salmonelas paratiféides geralmente apresentam quadro clinico
autolimitante com reversao espontanea em 48 horas. A excecao seria para pintos
imunocomprometidos ou em condigdes de estresse (GAST, 1997), o que,
portanto, ndo ocorreu no presente estudo.

No que se refere ao sexo, os dados do presente trabalho mostram que
machos e fémeas ndo diferiram quanto aos sinais clinicos e patolégicos da
infeccao por SE e que eles respondem de forma similar ao tratamento com EC, ou

seja, EC antes da infecgao evita os efeitos da bactéria em estudo.

6.2. Caracteristicas Histologicas, Morfométricas e Contagens de Células
Inflamatdrias e Células Caliciformes.

No que se refere inicialmente aos pintos infectados por SE, no 1° dpi, pintos
infectados, de ambos 0s sexos, apresentaram cecos contendo areas congestas e
um intenso infiltrado inflamatério na mucosa e submucosa, e aumento na largura
das pregas cecais, as quais apresentaram tecido conjuntivo mais frouxo que o
observado nas aves controles (ndo infectadas). De acordo com KUMAR et al.
(2005), uma inflamagdo aguda caracteriza-se pelo predominio de processos

exsudativos, em consequéncia as alteracbes da permeabilidade vascular que
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permite o acumulo de liquido na regido inflamada (edema), fibrina e leucécitos,
principalmente os polimorfonucleares (PMN). Apesar do intenso processo
inflamatério, a superficie luminal do epitélio cecal, observada por meio de
eletronfotomicrografias ndo revelou nenhuma alteragdo morfoldgica neste periodo.
Dessa forma, nossos dados mostram que os pintos responderam inicialmente a
infeccao por SE com um processo inflamatério agudo e edema nas pregas cecais,
corroborando com os dados de KUMAR et al (2005), e que o tipo de resposta
inicial a infeccdo nao envolveu resposta sexo-especiifica.

A partir do 3° dpi, os pintos infectados, de ambos os sexos, apresentaram
aumento do tamanho das pregas cecais, devido ao aumento em suas larguras,
ocasionado pelo intenso infiltrado inflamatorio ocorrido até o 3° dpi e pela intensa
proliferacéo do tecido conjuntivo da mucosa e submucosa registrado até os 7° dpi
(processo de fibrose), que passou de conjuntivo frouxo para conjuntivo denso.
Esses processos resultaram em perda gradual das evaginagdes na superficie das
pregas cecais longitudinais, as quais passaram a apresentar aspecto mais liso do
3° para o 7° dpi. Adicionalmente, a espessura da parede cecal e as das tunicas
mucosa e muscular aumentaram em consequéncia do processo infeccioso, mas
nao houve alteracdo da altura das pregas cecais. Estes dados indicam que o
processo inflamatério causado por SE tornou-se cronico a partir do 3° dpi e
caracterizado pela ocorréncia de processos proliferativos de vasos sanguineos
(angiogénese) e principalmente de tecido conjuntivo (fibrose), concordando com o
descrito por KUMAR et al. (2005) para inflamagdes cronicas.

No 5° e 7° dpi, pintos infectados também apresentaram grande perda de
células epiteliais no apice dos vilos, locais onde se observava a presenca de maior
numero de células inflamatdrias na mucosa e a exposig¢ao freqliente do tecido
conjuntivo. Esses dados caracterizam a resposta das aves, machos e fémeas, a
destruigao de suas células epiteliais pelo processo de infecgéo por SE.

A perda da morfologia dos vilos cecais, além de lesdes epiteliais
(descamacao), sdo decorrentes do processo inflamatoério cronico, que, segundo
KUMAR et al. (2005), pode ser encarado como um mecanismo de defesa do

organismo e, como tal, atua destruindo (fagocitose e anticorpos), diluindo (plasma
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extravasado) e isolando ou sequestrando (malha de fibrina) o agente agressor,
além de abrir caminho para os processos reparativos (cicatrizagao e regeneragao)
do tecido afetado. Por outro lado, a inflamacéo pode ser potencialmente danosa,
uma vez que em sua manifestacdo pode lesar o préprio organismo, as vezes de
forma mais deletéria que o proprio agente injuriante. Segundo JONES (2000),
quatro sinais principais ou cardeais da inflamacao (rubor, tumor, calor e dor) foram
definidos por Celsus (30 a.C.- 36 d.C.): “Signa inflammationis quatuor sunt: rubor
et tumor, cum calor et dolor’. A estes sinais, Galeno, médico da Antiguidade,
segundo alguns autores, ou Virchow, segundo outros, no século XIX, acrescentou
um quinto sinal, a perda de fungéo (functio lesae) da parte afetada.

A partir do 5° dpi, os cecos apresentaram-se espessados, evidencia de
processo cicatricial (proliferacdo de tecido conjuntivo) e, a partir do 7° dpi este
orgao consequentemente, perde grande parte de suas caracteristicas
morfofuncionais. Segundo MORTENSEN (1984) e CHAPLIN (1989), os cecos
possuem as fung¢des de absor¢cédo de agua e a digestao de aminoacidos, proteinas
e celulose por uma microbiota cecal. Dessa forma, a destruicdo da mucosa cecal
causada pela infeccdo por SE causa a desestabilizagdo da microbiota natural,
reduzindo a fungéo do 6rgao (FURLAN, 2004). HIRSC (2003) ainda observou que
nas infecgdes por salmonelas ocorre a disfungdo da absorgédo de cloreto de sédio
(NaCl), resultando em diarréia, que foi observada no presente estudo em alguns
pintos no 5° e 7° dpi.

Pintos tratados com EC apds a infecgao por SE também apresentaram as
alteragdes histolégicas e morfométricas dos cecos registradas para os pintos
infectados n&o tratados com EC, bem como o processo de inflamagao agudo até o
3° dpi seguido de um crbénico até o 7° dpi. Por outro lado, tais alteragcbes e
processos inflamatérios ndo foram demonstrados pelos pintos tratados com EC
antes da infeccdo por SE, cujos cecos mantiveram-se até o 7° dpi com as
caracteristicas observadas para as aves nao infectadas (controles). Tais dados
sdo muito importantes, pois demonstram que tratamento com EC antes da
infeccao por SE inibe os efeitos deletérios da bactéria sobre as caracteristicas

morfoldgicas e funcionais dos cecos. Esse efeito benéfico da EC, como ja
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mencionado no presente discussdo, deve ser resultante da nao instalacdo da
infeccao, como registrado por STERZO et al. (2008)

No que se refere as células caliciformes, foi registrada hiperplasia de
células PAS+ ja no 1° dpi de todos os tratamentos em relagdo ao grupo néo
infectado (controle). A partir do 3° dpi, foi observado hiperplasia de células
caliciformes PAS+ e AB+ em ambos os sexos e de todos os tratamentos em
comparagao aos seus respectivos controle (grupo nao infectado), exceto nos
pintos machos no 5° dpi, que apresentaram contagens de células caliciformes AB+
significativamente inferior ao do grupo néo infectado. Além disso, foi constatado
influéncia dos sexos sobre a contagem de células caliciformes no 3°, 5° e 7° dpi,
mostrando diferengas sexo-especificas no desenvolvimento da mucosa cecal

De acordo com BLIKSLAGER & ROBERTS (1997), quando a mucosa sofre
processo de agressdo ocorre aumento do numero de células caliciformes nos
vilos, estas aumentam suas descargas de secrecdo durante um processo
infeccioso no intestino delgado. Nossos resultados mostraram que este fenédmeno
também ocorreu, principalmente, nos cecos dos pintos dos tratamentos | e IEC.
Entretanto, registrou-se também hiperplasia de células caliciformes PAS+ e AB+
nos pintos do tratamento ECI, esses dados mostram que a exclusdo competitiva
induziu o aumento do numero de células caliciformes e, consequentemente, a
quantidade de muco. Aumento no numero de células caliciformes também foi
registrado no intestino delgado de pintos de corte tratados com EC sem infecgéo
por SE por PIRES (2008).

Segundo ANDREATTI FILHO et al. (2000), a EC ¢ definida como o conjunto
de fatores exercido e/ou estimulado por bactéria intestinal benéfica, como
competicdo por nutrientes e sitios de ligagdo, estimulagdo do sistema imune
celular e humoral, e producdo de bacteriocinas, e que inibe a instalagcdo e/ou
multiplicacdo de bactéria patogénica. Assim, o presente estudo demonstrou que a
EC induziu a proliferacdo de células caliciformes e, consequentemente, a
producao de muco, sendo mais um fator de protecao ao epitélio cecal. De acordo
com FURLAN et al. (2004), a mucinas secretada pelas células caliciformes € uma

glicoproteina insoluvel em agua, cuja fungdo € proteger o epitélio contra a agao
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mecanica e contra infecgdes, pois funciona como barreira protetora que impede o
contato de microrganismos com as células epiteliais. Segundo o mesmo autor, o
muco do intestino delgado, ceco e colon/reto contém uma rica populagdo de
bactérias e protozoarios, as quais ligam-se as glicoproteinas e nao sofrem
aderéncia a mucosa. Os componentes da mucina funcionam como sitios de
ligacdo para os microrganismos, fazendo com que 0s mesmos sejam envoltos
pela camada de muco e ndo expressando sua capacidade patogénica.

A solucéo de bactérias utilizada no tratamento de EC no presente estudo é
composta de inumeras espécies de bactérias, formando um sistema complexo e
dinamico. Ela foi benéfica para os cecos, uma vez que excluiu o agente
patogénico (STERZO et al., 2008), impedindo a instalagdo do processo infeccioso

e, consequentemente, os efeitos deletérios do processo inflamatorio.
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7. CONCLUSOES

- Pintos infectados por Salmonella Enteritidis respondem ao processo infeccioso
com um processo inflamatoério agudo no 1° dpi, seguido de processo inflamatério

cronico a partir do 3° dpi.

- Pintos machos e fémeas responderam de forma similar a infecco por SE e ao

tratamento com EC.

- Do ponto de vista pratico, os dados do presente estudo confirmam que o
tratamento dos pintos recém-eclodidos, de ambos os sexos, com EC evita que

eles sejam infectados por essa bactéria.

- EC induz a proliferacdo de células -caliciformes PAS+ e AB+ e,
consequentemente, o aumento da producédo de muco, sendo um fator de protecéo

ao epitélio cecal.
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ANEXO | - RACAO

Composicdo da ragdo utilizada na alimentagcdo da aves durante o
experimento

Formula Racéo Inicial

Ingredientes %
Milho 61,400
Farelo de Soja 45,5% 34,200
Fosfato Bicalcio 24/18 2,000
Calcario fino 0,750
Oleo de Soja 0,700
Sal comum 0,400
DI Metionina 99% 0,185
Lisina 0,105
Cloreto de Colina 60% 0,098
Premix frango de corte 0,120

Garantia

Proteina mim 22
EM minimo 2900

Niveis nutricionais informado pelo Fabricante
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ANEXO Il - DADOS MICROBIOLOGICOS

Efeitos dos sexos e tratamentos sobre o numero (Log 10) de UFC de Salmonella
Enteritidis (SE) por grama de conteudo cecal, em pintos de corte, nos primeiros

dias pos-infeccéo (1, 3, 5 e 7 dias).

Dias poOs-infeccéo

1° 30 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 <2,00b <2,00b
[ 6,45 a 6,34 a 5,73 a 6,11 a
IEC 7,05a 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 variagdo; ™ = 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: infecgdo com SE e tratado com EC, ECI:
tratado com EC e infectado com SE.

Interagdo entre os sexos e tratamentos sobre o numero (Log 19) de UFC de

Salmonella Enteritidis (SE) por grama de conteudo cecal, em pintos de corte.

Sexo Tratamentos
NI I 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¢gdo com SE e tratado com EC, ECI: tratado com EC e infectado com
SE.




	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	DADOS CURRICULARES
	EPÍGRAFE
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	LISTA DE ABREVIATURAS
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE FIGURAS
	RESUMO
	ABSTRACT
	1. INTRODUÇÃO
	2. REVISÃO DE LITERATURA
	2.1. Caracterização do gênero Salmonella
	2.2. Salmoneloses Aviárias
	2.3. Epidemiologia da Salmonella
	2.4. Patogenia
	2.5. Desenvolvimento e Saúde Intestinal
	2.6. Exclusão Competitiva
	2.7. Células caliciformes

	3. OBJETIVOS
	4. MATERIAL E MÉTODOS
	4.1. Aves e Manejo Experimental
	4.2. Delineamento Experimental
	4.3. Suspensão Bacteriana para Inoculação
	4.4 Contagem de Colônias de Bactérias
	4.5. Suspensão Bacteriana de Exclusão Competitiva (EC) para Inoculação
	4.6. Condições Clínicas e Mortalidade, e Exame Histológico e Ultra-estrutural dos Cecos
	4.7. Analise Estatística

	5. RESULTADOS
	6. DISCUSSÃO
	CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS
	ANEXO



