UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

Inoculagdo Salmonella Heidelberg e Salmonella Enteritidis em pintos de corte
para a avaliagdo da morfometria cecal, invasibilidade, persisténcia de
excrecao fecal e 0 uso de acidos organicos e 6leos essenciais no controle de

Salmonella Enteritidis.

Autora: Anderlise Borsoi

Orientador: Prof. Dr. Vladimir Pinheiro do Nascimento

PORTO ALEGRE
2009



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

Inoculacdo Salmonella Heidelberg e Salmonella Enteritidis em pintos de corte
para a avaliagdo da morfometria cecal, invasibilidade, persisténcia de
excrecdo fecal e 0 uso de acidos organicos e 6leos essenciais no controle de

Salmonella Enteritidis.

Autora: Anderlise Borsoi

Tese apresentada como requisito
parcial para a obtencéo do grau de
Doutor em Ciéncias Veterinarias
na area de Medicina Veterinaria

Preventiva.

Orientador: Vladimir Pinheiro do Nascimento

PORTO ALEGRE
2009



B7381 Borsoi, Anderlise
Inoculagdo Salmonella heidelberg e Salmonella enteritidis em
pintos de corte para avaliagdo da morfometria cecal, invasibilidade,
persisténcia de excregdo fecal e o uso de acidos e 6leos essenciais no

controle de Salmonella enteritidis./ Anderlise Borsoi. — Porto Alegre:
UFRGS, 20009.

102 f;il. — Tese (Doutorado)— Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Faculdade de Veterinaria, Programa de Pos-graduacao
em Ciéncias Veterinarias, Porto Alegre, RS-BR, 2009. Vladimir
Pinheiro do Nascimento, Orient.

1. Sanidade avicola 2. Salmonella: frangos de corte 3. Salmonella
enteritidis: aves I. Nascimento, Vladimir Pinheiro do, Orient.
I1. Titulo

CDD 619.4

Catalogacdo na fonte: Biblioteca da Faculdade de Veterinaria da UFRGS



AGRADECIMENTOS

Meus agradecimentos as pessoas que colaboraram para que os trabalhos propostos

para esta Tese fossem realizados. Agradego a vocés,

Professores Doutores Tadeu e Hamilton pelo ensino e apoio, bolsistas Carol, Daniela,
Jodo e Fabricio pela colaboracdo e ao Mestre Silvio, por ensinar-me a trabalhar com
reacao da polimerase em cadeia e pela amizade (Centro de Diagnostico e Pesquisa em
Patologia Aviaria, UFRGS);

Professora Dra. Elizabeth Santin, Maristela, Joelma e estagidrios do Laboratorio de
Microbiologia e Ornitopatologia, UFPR, pela oportunidade, fundamental apoio e
ensinamentos;

Professoras Doutoras Luciana Ruschel, UPF e Maristela Flores, UFSM, pelas
considera¢des na qualificagdo para o Doutorado;

Dra. Délia dos Prazeres Rodrigues e Mestre Erica, Laboratorio de Enterobactérias,
FIOCRUZ, pelo apoio e oportunidade de aprendizado;

Dra. Nair K. Ito, laboratorio SPAVE, pela interpretacdo das microscopias eletronicas;
Meéd. Veterinario Anselmo Micheletti, Da Granja, Parand, pelos pintinhos fornecidos;

Mestre André Palmeira, pela amizade e apoio.

Em especial,

Professor Dr. Vladimir Pinheiro do Nascimento, meu orientador e amigo;
ao Mestre Giankleber Strumielo Diniz, quem contribui para minha formagao
profissional e para minha felicidade como pessoa;
minha familia, meu pai Thiago, mae Ana, irmaos Maiquel e Erivel, pelo amor;

Deus, pela satide e protegao.

Muito Obrigada!



Inoculacdo Salmonella Heidelberg e Salmonella Enteritidis em pintos de corte
para a avaliagdo da morfometria cecal, invasibilidade, persisténcia de
excrecdo fecal e 0 uso de acidos organicos e 6leos essenciais no controle de
Salmonella Enteritidis.

Anderlise Borsoi

Aprovada em 27 de janeiro de 2009.

APROVADO POR:

Professor Dr. Vladimir Pinheiro do Nascimento
Orientador e Presidente da Comissao

Professor Dr. Raphael Lucio Andreatti Filho
Membro da Comissao

Professora Dra. Maristela Lovato Flores
Membro da Comissio

Professor Dr. Carlos Tadeu Pippi Salle
Membro da Comissao



Resumo

Destaca-se a Salmonella como um dos mais importantes patogenos veiculados por
alimentos, devido ao fato de estar amplamente distribuido na natureza, possuir um
grande numero de reservatdrios, apresentar sorotipos inespecificos quanto aos
hospedeiros ¢ apresentar cepas multiresistentes aos antimicrobianos. Salmonella
Enteritidis tornou-se um grande problema de saude publica no Brasil, a partir da
década de 80, quando foi associada a produtos avicolas. Desde 1962, a Salmonella
Heidelberg tem sido isolada de aves e produtos derivados e aves no Brasil ¢ tem
reconhecida importancia para saude humana e em poedeiras comerciais na América
do Norte. O presente trabalho teve por objetivo o estudo de diferentes cepas de
Salmonella Heidelberg (SH) em comparagdo com Salmonella Enteritidis (SE) em
pintinhos e frangos de corte no que diz respeito a capacidade de invasibilidade de
orgaos, persisténcia de excrecdo fecal e alteragdes na morfometria intestinal. Para o
estudo in vivo, 65 isolados de SH foram avaliados quanto a presenga dos genes de
viruléncia invA, IpfA e agfA e diferenciados por eletroforese em campo pulsado
(PFGE). Outro objetivo foi testar uma mistura de acidos organicos e dleos essenciais
no controle de excre¢do fecal de SE. Duas amostras de SH nao relacionadas pelo
método de PFGE (SH23 e SH35) e uma cepa de SE padrdo foram selecionadas para a
inoculagdo das aves. As trés cepas promoveram alteragdo na medida de vilosidades e
criptas dos pintinhos, frente a grupo controle. A cepa SH35 promoveu maior reagao
inflamatéria nos cecos. Ambas as cepas testadas foram capaz de atingir o figado de
pintinhos as 6 horas pds-inoculagdo. Tanto a SE como a SH demonstram persisténcia
e intermiténcia de excre¢do fecal em frangos de corte até os 21dias pds-inoculacdo. A
mistura de acidos e 6leos essenciais foi eficaz na redugdo da excrecdo fecal de SE,
porém somente com o uso continuo da mistura na ragdo. As cepas apresentaram
comportamentos diferentes quando inoculadas em frangos de corte e devido a
persisténcia destas nos intestinos dos frangos, prejuizo para as aves podem ocorrer,
enquanto a subseqiiente contaminag¢do de carcagas, representa risco para a saude
humana.

Palavras-chave: Salmonella Heidelberg, vilos, criptas, pintos de corte, acidos
organicos.



ABSTRACT

Salmonella, one of the most important food borne pathogen due to the widely
distribution in nature, large number of reservoirs, to show unspecific host serotypes and
provide multiresistant strains to antibiotics. Salmonella Enteritidis became a big public
health problem in Brasil, since 80’s, when it was correlated with poultry products. Since
1962, Salmonella Heidelberg has been isolated from birds and poultry products in Brazil,
with importance in human health and layers in North America. The present work aimed
to the study of different strains of Salmonella Heidelberg (SH) and compared with
Salmonella Enteritidis (SE) in chicks and broiler chickens with regard to the ability of
invasibilidade of organs, persistence of fecal excretion and changes in intestinal
morphometry. For the in vivo study, 65 isolates of SH were evaluated for the presence of
virulence genes invA, IpfA and agfA and differentiated by pulsed field gel electrophoresis
(PFGE). Another objective was to test a organic acids and essential oils mixture for
controlling SE fecal excretion. Two not related SH samples by the method of PFGE
(SH23 and SH35) and a standard strain of SE were selected to the poultry inoculation.
The three strains promoted changes in the measures of villi and crypts of the chicks
intestine, when compared to the control group. The SH35strain promoted greater
inflammatory reaction in the caeca. Both strains tested were able to achieve the chicks
liver at 6 hours post inoculation. Both strains, SE and SH, showed persistence and
intermittence of fecal excretion in broiler chickens until the 21days post-infection. The
organic acids and essential oils mix was effective in reducing the SE fecal excretion, but
only with the continuous use of the mix added to the feed. The strains showed different
behavior when inoculated in broiler chickens, and because of the persistence of these
strains in the chickens intestines, injury to birds may occur, while the subsequent
carcasses contamination represents risk to human health.

Key words: Salmonella Heidelberg, villus, crypt, broiler chicks, organic acids.
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1. INTRODUCAO

O género Salmonella destaca-se como um dos mais importantes patégeno veiculado
por alimentos, devido ao fato de estar amplamente distribuido na natureza, possuir um
grande numero de reservatérios, apresentar sorotipos inespecificos quanto aos
hospedeiros e apresentar cepas multiresistentes aos antimicrobianos (BERSOT, 2006).
Na avicultura, mesmo nas granjas mais tecnificadas, um dos problemas sanitarios mais
temidos ¢ sem duvida, o surgimento de uma salmonelose no plantel, seja pela infecgdo
via Salmonella (S.) Gallinarum, S. Pullorum, S. Typhimurium ou S. Enteritidis, devido
aos enormes riscos de sua transmissdo por carne € Ovos aos seres humanos
(BERCHIERI, 2000). A prote¢do contra a entrada de novos sorotipos na pirdmide de
produgdo deve ser a maior possivel e na pratica, se reconhece que o grau de protecao ¢é
melhor nas camadas superiores da piramide de producao das aves (NETO et al., 2005).

A Salmonella é um bacilo Gram negativo que se comporta como patdgeno
intracelular facultativo. Seu habitat é o trato gastrointestinal de animais e homens, nao
sendo apontada como microbiota normal. Nas diferentes espécies animais as Salmonella
se encontram associadas a problemas entéricos, septicémicos e aborto devido sua
capacidade de invasdo celular e sobrevivéncia dentro dos fagocitos (RODRIGUEZ;
OCHOA, 2005).

Mais de 2500 sorovares de Salmonella foram identificados, mas somente cerca de
10% dos sorovares ja foram isolados de aves e apenas uma pequena parcela destes, sdo
comuns em lotes de aves. A distribui¢do dos sorovares de Salmonella de fontes avicolas é
geograficamente variavel e alterna com o passar dos anos, apesar de que alguns sorovares
sejam detectados com alta incidéncia mundial. Sorovares prevalentes em humanos, como
Enteritidis e Typhimurium, dentre outros, também sdo comuns na producdo avicola
(GAST, 2007).

Dentre os sorovares comumente encontrados na avicultura, o sorovar Heidelberg tem
aparecido como o terceiro isolado mais freqiientemente no Canada e o quarto nos Estados
Unidos, em doengas transmitidas por alimentos (CHITTICK et al., 2006). No Brasil
desde 1962, a Salmonella Heidelberg tem sido isolada de aves e produtos derivados

(HOFER et al., 1997). A presenga deste sorovar em carcagas e partes de frangos na regido
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Sul do Brasil foi reportada por Nascimento et al. (1996), Dickel (2004) e Borsoi et al.
(2006).

Entre as Salmonellas que causam infecgdes em humanos, a Salmonella Heidelberg
parece ser mais invasiva (causando doenca mais severa) que 0s outros sorovares
paratificos. Estudos de resisténcia vém sendo realizados devido a freqiiente resisténcia a
droga ceftiofur e reducao da suscetibilidade aos antimicrobianos relacionados a
ceftriaxona (cefalosporina de terceira geragdo), tais fatos podem limitar as opg¢des de
tratamento de gestantes e criangas que desenvolvem salmonelose extra-intestinal por
Salmonella Heidelberg (PHAC, 2006).

A presenga de Salmonella paratificas em frangos de corte ndao deve ser reconhecida
somente como barreira a exportagdo, por seu poder de provocar danos a saide humana,
mas também deve ser considerada por sua patogenicidade a satide animal, principalmente
ao se tratar de aves no inicio do ciclo de producdo. Até os 21 dias de idade, o sistema
imune do intestino das aves esta imaturo e por esta razdo agentes patogénicos como
Salmonella sp., Campylobacter sp.e E. coli podem persistir no limen intestinal por
longos periodos. Enteropatias pré e neonatais podem causar prejuizos ao sistema imune,
danos a mucosa intestinal e baixos parametros zootécnicos nas aves adultas (ITO et al.,
2007).

O presente trabalho teve por objetivo o estudo de diferentes cepas de Salmonella
Heidelberg comparada a uma cepa de Salmonella Enteritidis em pintos e frangos de corte
no que diz respeito a capacidade de invasibilidade de 6rgdos, persisténcia de excregdo
fecal e alteragdes na morfometria intestinal. Para o estudo in vivo, 65 isolados de
Salmonella Heidelberg foram avaliados quanto a presenga dos genes de viruléncia invA,
IpfA e agfA e diferenciados por eletroforese em campo pulsado (PFGE). Outro objetivo
foi testar uma mistura de acidos organicos e Oleos essenciais no controle de excregdo

fecal de Salmonella Enteritidis.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Salmonella sp.

Salmonella ¢ um bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo e ndo formador de
esporos, que se comporta como patogeno intracelular facultativo. Divide-se em duas
espécies Salmonella bongori e Salmonella enterica, devido suas caracteristicas
bioquimicas gerais. A espécie entérica divide-se em seis subespécies: enterica, salamae,
arizonae, diarizonae, indica e houtenae (McCLELLAND et al., 2004).
Aproximadamente 60% dos sorovares de Salmonella pertencem a subespécie enterica e
tém como hospedeiros mamiferos e aves (LIBBY et al., 2004).

Segundo o esquema classico de Kauffman-White, mais de 2500 sorovares de
Salmonella estdo classificados tendo por base seus antigenos H (flagelares), O (somatico)
e ocasionalmente, Vi (capsular), presente em alguns sorovares como Typhi e Dublin
(HIRSH, 2003).

O isolamento de Salmonella a partir de varias fontes ¢ requerido para o diagnodstico
de doengas ou fontes de contaminacdo dos animais. Na maioria dos casos as amostras
contétm um grande numero de outras bactérias, o que torna dificil isolar colonias de
Salmonella através do plaqueamento direto em agar. Assim é comum o uso de caldos de
pré-enriquecimento, caldos de enriquecimento seletivo e d4gares seletivos para
diferenciacdo das bactérias. Uma vez isolada colonia morfologicamente compativel, uma
bateria de testes bioquimicos ¢ usado para a confirmagdo de Salmonella. Os testes
bioquimicos para Salmonella respondem com reagao de indol negativo, Voges-Proskauer
negativo, producdo de wurease negativa, producdo de géas sulfidrico positivo e
descarboxilagdo de lisina, dentre outros. A metodologia da reacdo da polimerase em
cadeia (PCR), identificando genes especificos de Salmonella, também ¢ utilizada para a
identificacao dos géneros ou mesmo detec¢ao do patogeno (LIBBY et al., 2004).

Isolados de Salmonella podem ser identificados ao nivel de subsorotipo através das
técnicas de fagotipagem (uso de virus ou “fagos”), eletroforese em campo pulsado
(PFGE), polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado (AFLP), biotipagem
(testes biquimicos), resisténcia antimicrobiana e analise de perfil plasmidial. A técnica de
fagotipagem tem alto valor na caracterizacdo de cepas, porém estd limitada a poucos

sorovares para os quais o esquema de tipificacdo foi desenvolvido até o momento,
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incluindo os sorovares Typhi, Typhimurium, Enteritidis, Heidelberg e Schottmuelleri
(LIBBY et al., 2004).

A doenga causada por Salmonella ¢ genericamente chamada de salmonelose
(DOYLE, 1990). Alguns sorotipos estdo associados com maior freqliéncia ou mais
adaptados a determinados hospedeiros. Salmonella Cholerasuis causa septicemia,
pneumonia, ¢ enterocolite em suinos; Salmonella Dublin causa enterite
mucohemorragica, septicemia, pneumonia e mortalidade em bezerros; Salmonella
Abortusequi causa aborto em eqiiinos; Salmonella Abortusovis causa aborto em ovinos;
Salmonella Gallinarum causa tifo em galinhas, Salmonella Pullorum pulorose em
galinhas e perus e Salmonella Enteritidis ¢ Typhimurium causam o paratifo. Sorotipos
adaptados ao homem incluem Typhi causando febre tiféide e Paratyphi causando febre
paratifoide. Salmonella paratificas, como Enteritidis, Typhimurium, Hadar e Heidelberg,
dentre outras, ndo s3o adaptadas a hospedeiros especificos, porém podem causar

salmonelose em uma ampla variedade de animais € no homem (POPPE, 1999).

2.2 Salmonella Heidelberg

No Brasil desde 1962, a Salmonella Heidelberg tem sido isolada de aves e produtos
derivados. Amostras de Salmonella isoladas de aves (portadoras e doentes) provenientes
de diversas regides do pais, durante o periodo de 1962 a 1991, foram caracterizadas
antigenicamente. Nas 2123 culturas analisadas foram reconhecidos 90 sorovares,
distribuidos em 14 sorogrupos com predominancia dos grupos O:9 (40,0%), O:4 (33,3%),
0:7 (10,6%) e O: 3,10 (6,7%). A maior diversidade de sorovares foi reconhecida no
sorogrupo O:7 com 22 tipos distintos, secundado por O:4, 0:3,10 e O:9, constituidos de
19, 15 e 10 sorotipos, respectivamente. No computo geral, foi determinada a média de
10,8 sorovares isolados por ano. Os sorovares classificados como muito freqiientes nos
trés decénios, representando 65 a 67%, dos isolamentos, foram S. Gallinarum, S.
Pullorum, S. Typhimurium, S. Heidelberg, S. Enteritidis e S. Infantis (HOFER et al.,
1997).

A presenga de Salmonella Heidelberg foi descrita por Nascimento et al. (1996) que
citam a prevaléncia de Salmonella em carcagas e partes de frango em 15,1% de
positividade em carcagas e 26,1% de positividade total nas amostras de partes (coxinha

da asa 25,6%, peito sem ossos 25,6%, coxa com sobrecoxa 30,3% e dorso, 31,0%). Os
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principais sorovares identificados foram S. Enteritidis (51%), S. Hadar (26%) e S.
Heidelberg (11%).

Dickel (2004) avaliou o processo higiénico-sanitario de abate de frangos em trés
diferentes matadouros no Sul do Brasil. Dos lotes que chegaram ao abate 26,7% foram
detectados positivos para Salmonella e as carcacas analisadas antes e depois do chiller
apresentaram respectivamente 31,7% e 20% de positividade pelo método de
microbiologia convencional. Os sorovares identificados na avaliagdo dos lotes de frangos
e carcagas foram: S. Heidelberg (63,9%), S. Enteritidis (31,9%), S. Worthington (2,1%) e
S. Tennessee (2,1%).

A presenca de S. Enteritidis e S. Heidelberg em carcacas de frangos resfriadas e
suabes de arrasto foram descritos em outro estudo no Sul do Brasil (BORSOI et al.,
2006). Tais sorovares tiveram a ocorréncia de 32% e 9% em carcagas, respectivamente.
Na avalia¢do dos suabes de arrasto, o sorovar S. Enteritidis esteve presente em 31% das
amostras, porém o sorovar S. Heidelberg nao foi identificado.

No Estado de Goias a ocorréncia de Salmonella em forros de caixa de transporte ¢ em
orgdos de pintos de corte de um dia foi estudada por meio de cultura bacteriologica
convencional. Foi verificada a ocorréncia de Salmonella em 55,6 % (10/18) dos lotes
sendo 10 lotes positivos oriundos de caixa de transporte e um lote de 6rgaos de pinto de
um dia. A freqiiéncia de isolamento de Salmonella nos forros de caixas foi de 11,1%, e
nos orgaos de pintos de corte de um dia, 3%, sendo encontrados os sorovares S.
Enteritidis e S. Heidelberg, o primeiro mais freqiiente (92,3%) (ROCHA et al., 2003).

A Salmonella é o agente bacteriano de doengas causadas por alimentos em humanos
mais comuns nos Estados Unidos. Dentre os sorovares, a S. Heidelberg ¢ o quarto sorovar
mais comumente reportado em doengas em humanos. Estudos de casos realizados em
varios lugares dos Estados Unidos com S. Heidelberg identificaram que o consumo de
ovos preparados fora dos domicilios ¢ um significante fator de risco para doengas. Poucos
casos de doengas em humanos associadas ao consumo de carne de frango foram
reportados nos Estados Unidos (CHITTICK et al., 2006).

A contaminagdo interna de ovos obtidos de poedeiras contaminadas com S.
Enteritidis tem sido um ponto de preocupagdo proeminente na area de saude publica a
nivel internacional desde a década de 80. Durante este periodo grandes recursos

financeiros foram direcionados, nos Estados Unidos, para o controle e detec¢do deste
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sorovar em lotes de poedeiras comerciais. Recentemente os centros de controle e
prevengdo de enfermidades reportaram que ha uma associagdo significativa entre ovos.
alimentos que contém ovos e a infecgdo de S. Heidelberg em humanos (GAST et
al.,2004). A partir destes dados, Gast e colaboradores (2004, 2005a, 2005b, 2007)
desenvolveram uma série de pesquisas para melhor conhecimento da interagdo sorovar
Heidelberg e poedeiras. Colonizagdo do trato reprodutivo apds infeccdo experimental,
penetracdo em ovos in Vitro, relagdo entre a duragdo da excregdo fecal e a produgdo de
ovos contaminados; e colonizacdo de diferentes regides do trato reprodutivo e producdo
de ovos contaminados com S. Enteritidis e S. Heidelberg foram objetos dos estudos.

No Canada a S. Heidelberg ¢ um agente que esta sob vista da importancia em saude
publica. A S. Heidelberg alterna com S. Enteritidis a posi¢do de segundo ou terceiro lugar
como prevaléncia de sorovar isolados em humanos (DEMEZUK et al., 2003). A Agéncia
de Saude Publica do Canadd (PHAC) publicou um estudo sobre a resisténcia ao
antimicrobiano ceftiofur em S. Heidelberg isoladas em incubatérios. Este trabalho foi
apresentado como apelo a conscientizagdo no uso de drogas antimicrobianas em
veterindria a fim conter o desenvolvimento de resisténcia a cefalosporinas nas cepas que

atingem e causam doencas em humanos (PAHC, 2006).

2.3 Fatores de Viruléncia em Salmonella sp.

A Salmonella esta entre as bactérias mais extensivamente estudadas em termos de sua
fisiologia, genética, estrutura celular e desenvolvimento, além de ser um dos patogenos
bacterianos que causam gastroenterite mais bem caracterizado. Estudos realizados sobre a
base genética da viruléncia de Salmonella promoveram significantes avangos no

entendimento da interagdo patogeno — hospedeiros (DARWIN; MILLER, 1999).

2.3.1 Lipopolissacarideo (LPS)

O LPS esta situado na parede das bactérias Gram negativas e ¢ composto por uma
cadeia lateral de polissacarideo (antigeno O), ligada a uma regido do core
(oligossacarideo) que por sua vez, esta ligado a uma molécula lipidica (lipideo A)
(GALVANI et al., 2005). LPS interage com o sistema imune, induzindo inflamagao,
choque séptico, febre e morte. A resposta inflamatoria induzida pelo LPS ¢ mediada

primeiramente pela interagdo com macréfagos (FREUDENBERG et al.,, 2001).
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Salmonella com LPS incompleto (mutantes rugosas) sdo sensiveis a a¢do do sistema
complemento, sdo mortas eficientemente por fagoécitos do hospedeiro e sdo mais

sensiveis a sais biliares e detergentes (YETHON et al., 2000).

2.3.2 Plasmideos

Os plasmideos, em Salmonella, controlam importantes propriedades médicas
incluindo fatores de viruléncia, resisténcia a metais pesados, antibidticos e fagos assim
como a utilizacdo de fontes de carbono. A maioria dos sorovares de Salmonella enterica
subspécie enterica ndo possuem qualquer plasmideo. Sorovares como S. Typhi, S.
Parathyphi, S. Hadar, S. Infantis e a maioria dos sorovares sdo usualmente livres de
palsmideos. Mesmo a assertiva sendo verdadeira, quando sdo observadas todas as
Salmonella entérica subspécie enterica, isso ndo ¢ valido para, por exemplo, os sorovares
S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Gallinarum, S. Pullorum, S. Dublin e S. Abortus-ovis,
freqiientemente associados as infeccoes em humanos e animais de criagdo, os quais
possuem plasmideos especificos. A presenca dos genes SpVRABCD (Salmonella Plasmid
Virulence) ¢ comum a todos os plasmideos. A regido Spv abriga cinco genes, SPVRABCD,
organizados em um regulon conservado entre os sorovares. A sintese e localizacdo de
proteinas codificadas pelos quatro genes estruturais (SPVABCD) tém sido estudadas com o
uso de anticorpos especificos. SpvA (28kDa) ¢ encontrado exclusivamente na membrana
externa. Surpreendentemente, em estudo conduzido, mutagdes no SPVA nao reduziram a
viruléncia de Salmonella Dublin em ratos infectados por via intra - peritonial. SpvB (66
kDa) ¢ encontrado em duas fragdes, membrana interna e citoplasma, sendo esta a maior
proporcao. SpvB € absolutamente essencial para viruléncia. SpvC (28 k Da) ¢ detectado
somente no citoplasma, enquanto SpvD (25 kDa) é exportado da célula. Mutagdes nos
genes SpvC e SpvD causam defeitos na viruléncia em Salmonella. O gene SpvR , tem
expressdo auto-regulada e este € essencial para a expressao do operon spvABCD
(ROTGER; CASADESUS, 1999). Este operon (SpvABCD) possivelmente tenha a
habilidade de aumentar a severidade da enterite e persisténcia extra-intestinal das
Salmonella (OLIVEIRA et al., 2003). Libby et al. (2000) pesquisaram o papel de genes
contidos no plasmideo Spv e demonstraram sua influéncia positiva em apoptose de
macrofagos humanos. Ainda neste estudo, sugeriram que tais genes facilitam a adaptagdo

da Salmonella nas localizagdes extra-intestinais. De acordo com o sorovar, o plasmideo
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pode possuir outros genes associados a viruléncia, como rck (resistance complement
killing) que determina o aumento da resisténcia ao sistema complemento, resisténcia
sérica ¢ adesdo a linha de células epiteliais; pef (plasmid encoded fimbriae) envolvido na
formagédo de fimbria, sSrgA (SidA- regulated gene) que atua no metabolismo da dissulfito-
oxiredutase ou ainda, mig-5 (macrophage-inducible gene) relacionado com o
metabolismo da anidrase carbonica (RYCHLIK et al., 2006).

2.3.3 Flagelos

A grande maioria das Salmonella possui cerca de 5 a 10 flagelos, aparentemente
randomicamente posicionados, que conferem motilidade as bactérias. As Salmonella sio
classificadas por identificagdo soroldgica a partir de antigenos flagelares, ou seja,
formulas antigénicas. Os genes responsaveis pelo antigeno somatico “O” para Salmonella
estdo localizados no rfb cluster. Fase 1 ¢ fase 2 do antigeno flagelar “H”, sdo
alternativamente expressas pelos genes fliC e fljB respectivamente. A varia¢do de fase é
regulada por um mecanismo de recombinagdo controlado pelo hin gene. O gene hin e o
operon flJAB sofrem uma inversao a cada 106 divisdes celulares, provocando a supressao
da expressdo do operon. O operon fljAB contém o gene fljA que codifica uma proteina
que reprime a expressdo do gene fliC, deste modo, quando o operon fljAB nio ¢
expresso, o gene fliC expressa a fase 1 flagelar (ECHEITA et al., 2002). A variacdo de
fase flagelar, apresentada pela maioria das Salmonella, parece estar relacionada a fuga do
sistema de defesa do hospedeiro (ASTEN; DIJK, 2005). O papel do flagelo na viruléncia
nao ¢ claro e em diferentes espécies apresenta distintas fungdes. Em ratos os flagelos nao
estdo envolvidos com a patogenicidade de Salmonella Typhimurium, porém em bezerros,
os flagelos contribuiram para invasdo intestinal, recrutamento de polimorfonucleados e

secrecao de fluidos nos animais infectados (LIBBY et al., 2004).

2.3.4 Fimbrias

As fimbrias, também chamadas de pilli, sdo filamentos protéicos produzidos na
superficie estrutural da bactéria, compostas de arranjos helicoidais idénticos e possuem
subunidades protéicas chamadas fibrinas. Em Salmonella ja foram identificados 20
operons fimbriais, além do operon da fimbria tipo IV. A fixa¢do a célula do hospedeiro ¢

essencial para a patogenicidade da bactéria, sendo este evento mediado principalmente
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pelas fimbrias (CLOUTHIER et al., 1993). Na prevaléncia dos operons fimbriais
Salmonella - especificos, esta incluido o Ipf (long polar fimbriae), que regula a expressao
de fimbria polar; pef (plasmid encoded fimbriae) fimbria codificada por plasmideo, sef
(Salmonella encoded fimbriae) limitado a poucos sorovares (FOLKESSON et al., 1999).
O sef operon, localizado em uma pequena Ilha de Patogenicidade, contém quatro genes
estruturais (SefABCD). Este operon ¢ requerido para translocagio e biogénese da fimbria
SEF14, que esta restrita ao sorovar S. Enteritidis e outros sorovares do grupo D. O gene
sefA codifica uma unica fimbria e é a maior subunidade; sefB e sefC codificam proteinas.
O gene sefD codifica adesinas e ¢ a maior subunidade na codificagdo da fimbria SEF18.
Outro operon envolvido na codificagdo de fimbrias ¢ o agf (aggregative fimbriae), o qual
codifica a fimbria SEF17 ou Tafi (thin aggregative fimbriae) que é essencial para
formacdo da matriz extracelular, a qual esta envolvida em agregacdo multicelular
(agregacdo bacteriana), formagdo de biofilme, resisténcia ambiental, aderéncia e invasao
em células eucaridticas e também exerce papel pré — inflamatério (GIBSON, et al.,
2007). A fimbria polar (Ipf - long polar fimbriae) é mais longa do que as outras fimbrias
elaboradas e polarmente localizada na célula bacteriana. O gene IpfA codifica a maior
subunidade da fimbria, sendo que os genes fimbriais Ipf completos parecem estar
presentes somente em algumas sorovares de Salmonella subespécie entericas ¢ S.
bongori. Provavelmente a fimbria polar esteja envolvida no tropismo pelas placas de
Peyer’s em intestinos de ratos (BAUMLER et al., 1998). O papel dos operons fimbriais
na viruléncia de infec¢do por Salmonella em suinos, bovinos ou frangos ndo esta
completamente estabelecida, porém devido ao grande numero de operons fimbriais pode
ser sugerido que a bactéria apresenta diferentes mecanismos de aderéncia quando em

diferentes hospedeiros (LIBBY et al., 2004).

2.3.5 [Ilhas de Patogenicidade (IP)

As IPs constituem-se por um grupo de genes envolvidos em codificar fatores
especificos de viruléncia. Até o presente, cinco IPs foram descritas em Salmonella e estas
foram adquiridas durante a evolugdo da patogenicidade da bactéria (HANSEN-WESTER;
HENSEL, 2001), porém a aquisicdo de IPs por um organismo, nao garante a
transformag¢do do mesmo em um patogeno. A IP-1 encontra-se presente em Salmonella

bongori e todas as variedades de Salmonella enterica e os operons Inv (invasibility) e Hil
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(hiper invasibility) estdo presentes nesta ilha, em meio a outros genes e proteinas. A IP-1
codifica determinantes que mediam a invasao de cé¢lula nao fagociticas dos hospedeiros,
apoptose de macrofagos in vitro e ativagdo de fatores de transcrigdo e é requerida para
invasdo intestinal, mas ndo para a infec¢do sist€émica (HENSEL, 2000; MARCUS et al.,
2000). A expressao da IP-1 ¢é regulada por diversos sinais e elementos que sdo:
reguladores locais (InvF, HilA, HilC e HilD), sistemas de regulacdo global (SirA e
PhoPQ), fatores de ativagdo do ambiente do limen intestinal (baixos niveis de oxigénio,
alta osmolaridade, fase inicial de crescimento logaritmico da bactéria e sintese protéica
bacteriana) e fatores de repressdo (alto nivel de oxigénio e fase estacionaria do
crescimento bacteriano) (HANSEN-WESTER; HENSEL, 2001). A IP-2 est4 dividida em
dois segmentos. A por¢cdo menor (14,5 kb) contém um grupo de cinco genes ttr,
envolvidos na redugdo do tetrationato ¢ sete ORFs (operon reading frame) com fungio
ainda desconhecida. A por¢do maior (25,3 kb) alberga importantes genes de viruléncia
que podem ser dividido do seguinte modo: ssa (secretion system apparatus), ssr/spiR
(secretion system regulator), ssc (secretion system chaperone) e sse (secretion system
effector) (OCHOA; RODRIGUEZ, 2005). A IP-2 ¢ essencial para a infec¢ao sistémica e
sobrevivéncia da bactéria dentro dos macrofagos (HENSEL, 2000) ¢ como a IP-1,
também regulada por diversos sinais e elementos que sdo: reguladores locais (SsrAB),
sistemas de regulagdo global (PhoPQ e OmpR/EnvZ), fatores de ativagdo ambiental
dentro da célula do hospedeiro (ndo disponibilidade de fostato, baixo nivel de magnésio
ou calcio, final da fase logaritmica de crescimento bacteriano a fase estacionaria) e
fatores ambientais de repressao (alto nivel de fosfato e altos niveis de magnésio ou
calcio) (HANSEN-WESTER; HENSEL, 2001). As IP-1 e 2 possuem o SSTT (sistema de
secrecdo tipo 3) que ¢ usado por varios patdgenos bacterianos para entregar fatores de
viruléncia dentro da célula do hospedeiro. Este sistema de secrecdo consiste em muitos
componentes, incluindo mais de vinte proteinas. A funcao de cada SSTT ¢ requerida para
diferentes formas de interacdo com a célula do hospedeiro em diferentes estdgios da
patogénese da Salmonella (MARCUS et al., 2000). A IP-3 também ¢é necessaria para a
sobrevivéncia intracelular de Salmonella em macrofagos, provendo produtos essenciais
para o crescimento da bactéria em condi¢des limitadas de magnésio. Alberga o operon
mgtCB que codifica a proteina MgtC (intramacrophage survival protein). A IP-4 codifica

um suposto sistema de secre¢do tipo 1 que faz parte da regulacao da secregdo de toxinas e
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provavelmente participe na adaptagdo de Salmonella ao ambiente intracelular de
macroéfagos. Finalmente, a IP-5 codifica proteinas efetoras envolvidas na secrecao fluida

e reagdo inflamatdria na mucosa intestinal (OCHOA; RODRIGUEZ, 2005).

2.4 Interacdo Salmonella — Hospedeiro

2.4.1 Adesao e Infeccdo

A ingestdo de Salmonella ¢ a via mais comum de infeccdo do hospedeiro. Ao
chegarem ao intestino, as bactérias necessitam aderir-se as células intestinais para sua
sobrevivéncia. As adesinas do patdogeno tém uma estrutura que permite reconhecer
moléculas presentes nas células do hospedeiro, chamadas de receptores, com uma
estereoquimica (disposi¢cdo espacial das moléculas) especifica. Esta unido determina aos
hospedeiros a localizagdo em diferentes 6rgdos da bactéria, além disso, as adesinas t€ém a
capacidade de ativar linfocitos B e neutréfilos que resultam numa grande variedade de
respostas bioldgicas incluindo proliferagdo celular e secregdo de citocinas. A Salmonella
expressa uma ampla variedade de fimbrias com diferentes especificidades de unido, além
de outras adesinas comum a outras Gram negativas, flagelo e lipopolissacarideo. O
receptor do hospedeiro que a adesina reconhece determina a especificidade do tecido por
esta adesina e a colonizagdo ou persisténcia bacteriana (OCHOA; RODRIGUEZ, 2005).

A Salmonella inicia seu ciclo de infecgdo invadindo o hospedeiro através do tecido
linféide, incluindo Placas de Peyer tonsilas cecais das aves. Adere-se apicalmente as
células epiteliais do ileo e as células M (célula sem microvilosidades, porém com micro
dobras e sem muco recobrindo-a). As ondulagdes das células alvo fazem com que as
Salmonella sejam internalizadas, dentro de um vactolo (SCV - Salmonella-containing
vacuole) que se move rumo a base da célula e a morfologia do enterocito ¢ restabelecida.
Viarias proteinas efetoras secretadas pelo SSTT da IP-1 desempenham papel na entrada da
Salmonella nas células epiteliais ndo fagociticas. A invasdo das células M ou de
enterécitos estimula uma forte reagdo inflamatdria caracterizada pela abundancia de
PMNs. As reagdes adversas a infiltragdo de PMNs s3o a morte celular e
comprometimento dos foliculos associados ao epitélio, promovendo nova oportunidade
para a bactéria invadir o tecido submucoso. A transcitose, através da célula M nas Placas

de Peyer, promove o acesso aos foliculos da ldmina propria, onde as Salmonella
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encontram fagocitos do hospedeiro. A maioria das Salmonella tem a habilidade de
sobreviver e replicar dentro de macrofagos, promovendo colonizagdo extra-intestinal de

diversos 6rgaos (HIRSH, 2003).

2.4.2 Diarreéia

Os mecanismos da produgdo de diarréia por Salmonella nao estdo bem esclarecidos.
Para Hirsh (2003) no momento da adesao e¢ formagao de ondulagdo na membrana, ocorre
a ativagdo da fosfolipase C e fosforilagdo das proteinas dos canais de ions cloreto e das
proteinas de transporte idnico associadas & membrana, envolvidas na absorcao do cloreto
de sodio, resultando em diarréia. Em outro momento, ocorre diarréia secundaria a reacao
inflamatoria por ativagdo da proteina cinase C ou como conseqiiéncia de uma proteina
com efeito semelhante ao enterotoxico. Ochoa e Rodriguez (2005) descrevem que a
Salmonella induz a migracdo de PMNs assim promovendo liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias como IL8 (interleukin), GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor), IFNy (interferon), TNFa (tumor necrosis factor), GCP2 (granulocyte
chemotactic protein-2) e GRO-a. GRO-f ¢ GRO-y (growth-related oncogene) que
recrutam células fagociticas e estas estdo envolvidas no processo diarréico, também
citam um quimioatrativo conhecido como PEEC (pathogen elicited epithelial
chemoatractant). Libby e colegas (2004) citam trés itens como fatores que podem
contribuir para o desenvolvimento da diarréia: a) incremento na secre¢do de fluidos pelas
células epiteliais através das proteinas efetoras da IP-1 que afetam o metabolismo do
inositol-fosfato, acumulando fluido no intestino infectado por Salmonella; b) a resposta
inflamatoria produz  prostaglandinas, leucotrienos, histamina e intermediarios do
oxigénio reativo, ocorrendo hiper secrecdo de cloro seguida de osmose de agua; c) fluido
rico em proteinas ¢ perdido dos tecidos intestinais, incluindo fluido perdido pelos vasos
sangiiineos por efeito do LPS, d) perda de células epiteliais representando perda de

superficie de absor¢ao.

2.4.3 Resposta Imunoldgica e Aves Carreadoras de Salmonella
A colonizagdo de Salmonella em aves ¢é estabelecida nos cecos, que representam o
reservatorio de infecgdo de Salmonella em aves. O nivel e a duragdo da colonizagio

bacteriana estdo sob controle genético da ave hospedeira, contudo os complexos grupos
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de genes envolvidos foram parcialmente caracterizados até o momento e estes estdo
estreitamente relacionados com a idade da ave, via de inoculagado e fendtipo observado. O
mecanismo de estado da ave portadora ou carreadora ainda ndo esta esclarecido
(DOUCHET-SUCHAUX et al., 1995).

Fagocitos sdo os maiores produtores e células alvo das citocinas inflamatorias, assim
como, promovem a eliminagdo direta das bactérias invasoras e sao importantes células na
resposta a infecgdo de Salmonella no tecido intestinal dos frangos. Nas aves o gene
SLCIIAl codifica a proteina NRAMP1 (natural resistance-associated macrophage
proteins — 1), proteina de membrana presente exclusivamente em fagocitos profissionais
e fundamental na resisténcia contra Salmonella, conforme Portillo (2001). O gene
SLCIIAI foi correlacionado com o grau de resisténcia do animal a infec¢do sistémica por
Salmonella ¢ ao estado de carreador em aves adultas (BEAUMONT et al., 2003).

No neonato, a protecdo da mucosa intestinal depende da barreira celular (macrofagos,
cé¢lulas natural killers (NK) e heterofilos) barreira quimica, barreira fisica e da presenga
das células de Paneth localizadas nas criptas, que secretam lisosimas, defensinas o e § e
fosfolipase A2 secretoria, que lisam bactérias fungos e virus envelopados (ITO et al.,
2007). Heterofilos estdo presentes em grande numero no sangue periférico e as células de
Paneth estao presentes e funcionais nas aves recém eclodidas, porém exibem incremento
em sua fun¢do a partir dos quatro dias pos-eclosdo. Por outro lado, macrofagos aparecem
completamente funcionais ao primeiro dia de vida, a julgar pela capacidade de fagocitose
de bactérias opsonizadas e ndo opsonizadas (BEAL et al., 2004). Devido a tais fatores,
infec¢des em aves jovens por Salmonella podem levar a persisténcia da bactéria na
excrecdo fecal e inducdo de ave carreadora (VAN IMMERSEEL et al., 2004).

Quanto ao estado de carreador ¢ sugerido que o mecanismo de resisténcia cecal ao
estado de portador ¢ diferente entre aves jovens e adultas. Uma das explicagdes a favor da
resisténcia associada a idade é o nivel de maturagdo GALT (gut-associated lymphoid
tissue), o qual esta imaturo até os 21 dias de idade (SADEYEN et al.,2006). Neste
sentido, foi observada por Beal e colegas (2004), a diminui¢cdo da duracdao de excrecao
fecal (clearance) com o aumento idade das aves, também explicado pelo nivel de
maturagao do sistema imune.

Berthelot-Hérault et al. (2003) estudaram a influéncia da imunidade humoral no

estado de aves carreadoras de Salmonella, concluindo que a resposta humoral sistémica e



22

a resposta imune local parecem estar relacionadas na colonizagdo cecal, onde a resposta
do anticorpo IgA intestinal contribui parcialmente para a eliminagdo tardia de Salmonella
do intestino. Diferentemente do exposto por Desmidt e colegas (1998a), os quais
sugerem maior eficiéncia da resposta imune local no intestino para o clearance intestinal
de Salmonella, frente a resposta sistémica.

A resposta humoral foi associada com o decréscimo do nimero de Salmonella
encontradas no baco de duas linhagens de aves inoculadas, com o mesmo desafio e a
mesma idade. Ainda neste estudo foi demonstrado que existiu relagdo inversa entre a
colonizagdo de cecos e colonizagdo sistémica nestes animais. O alto nivel de colonizagao
cecal foi associado a reducao da atividade fagocitica e resposta linfoproliferativa nestas
aves. Os dados sugeriram que os mecanismos de controle de infec¢do sistémica sdo

diferentes dos mecanismos de controle da colonizagdo cecal (SADEYEN et al., 2004).

2.5 Salmonella e Homeostase Intestinal em Frangos

Homeostase intestinal pode ser definida como a habilidade do intestino defender-se e
prevenir-se da colonizagdo de agentes patogénicos (THOMPSON; APPLEGATE; 2006),
ou ainda, como equilibrio dindmico entre a mucosa intestinal ¢ o conteudo luminal e
preservacao das caracteristicas estruturais e funcionais da mucosa dentro dos padrdes
esperados para o tipo, espécie e linhagem de ave, para uma determinada fase de seu ciclo
de vida (ITO et al., 2007).

Na eclosdo o trato gastrointestinal (TGI) das aves estd anatomicamente completo,
porém sua capacidade funcional de digestdo estd imatura. O TGI sofre processo de
maturagdo que envolve adaptagdes morfologicas e fisiologicas. O intestino delgado
aumenta em peso mais rapidamente que a musculatura corporal (MAIORKA et al., 2000),
alcangando méaximo desenvolvimento relativo do quarto ao oitavo dia de vida, em frangos
(NOY; SKLAN, 1998).

O numero e a composi¢do da microflora intestinal em aves variam consideravelmente
ao longo do TGI. O ceco ¢ conhecido como o segmento de maior colonizagdo de
microrganismos, estando presente um grande nimero de bactérias Gram positivas e
negativas. O processo de aderéncia das bactérias no intestino ¢ realizado através de
fimbrias. Considerando-se que os enterdcitos no intestino delgado apresentam seu

glicocalix composto por polissacarideos, a colonizacdo das bactérias nos diferentes
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segmentos parece estar na dependéncia da fimbria de uma bactéria com o glicocélix do
enterécito (MAIORKA, 2004).

A absor¢do de eletrdlitos e de dgua ocorre no apice da vilosidade do jejuno, do ileo e
do ceco, enquanto que na cripta de Lieberkiihn, a secrecdo de cloretos e de potassio ¢
feita por canais especificos, que se abrem respectivamente, sob modulacio do AMP
ciclico (AMPc — adenosina monofosfato ciclico) e célcio e pelo aumento do AMPc
intracelular. Até os 21 dias de idade o sistema imune do intestino ou GALT esta imaturo
e toda protecdo local ¢ feita pela imunidade inata e pelos anticorpos maternos que podem
impedir ou controlar a transloca¢do ou a disseminacdo extra-intestinal de bactérias e
virus. A imunidade humoral no intestino (secre¢ao de IgA no lumen, aporte de IgY e IgM
na lamina propria e na muscular da mucosa) ¢ esclarecido somente apds os 21 dias de
idade, mesmo quando a vacinag¢do ¢ feita no neonato ou na primeira semana de idade. Por
esta razdo, Salmonella sp, Campylobacter sp e Escherichia coli, que sdo patdégenos de
importancia na saide humana, persistem no limen intestinal por um periodo tao longo
quanto oito a nove semanas de vida da ave (ITO et al., 2007).

O ceco ¢ conhecido como reservatorio de Salmonella, como anteriormente citado,
porém o ileo tem interesse particular por sua proximidade ao ceco, albergando grande
populagdo microbiota e também como porcao do intestino freqlientemente colonizada por
Salmonella (THOMPSON; APPLEGATE; 2006).

As projecdes da mucosa intestinal denominada vilosidades, sdo compostas por trés
tipos de células funcionalmente distintas: enterocitos, células caliciformes e células
enteroenddcrinas. Os enterocitos sdo células que respondem pela digestdo final do
alimento e pelo transporte trans-epitelial dos nutrientes para o lumen. Estas células
apresentam um processo de maturagdo que ocorre durante o processo de migracdo da
cripta (base) para o 4apice do vilo. As células caliciformes sdo secretoras de
glicoproteinas, que tém a fun¢do de proteger o epitélio intestinal contra agdo de enzimas
digestivas e efeitos abrasivos da digesta. As células enteroenddcrinas, por sua vez, sao
produtoras de hormonios peptidicos (gastrina, secretina e colecistoquinina) e
monoaminas biogé€nicas que participam na regulacdo da digestdo, absor¢ao e utilizagdo
dos nutrientes (MAIORKA, 2004)..

De acordo com Yamauchi; Isshiki (1991), quanto maior o ntimero de células, maior o

tamanho da vilosidade e conseqiientemente, maior a area de absor¢do de nutrientes. Em
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aves, as divisdes mitdticas nas criptas correspondem a 55% da proliferacdo celular no
intestino, na regido média das vilosidades a 32% e na regido apical a 8%. Para a relacao
vilosidade/cripta intestinal, o desejavel ¢ quando as vilosidades se apresentam altas e as
criptas rasas (NABBURS, 1995). A morfologia intestinal pode variar influenciada pelas
caracteristicas da dieta, estresse calorico e agentes patogénicos, dentre outros fatores
(ALVARENGA et al., 2004). Quanto as criptas, de acordo com Hancock (1990) a
profundidade da cripta ¢ um indicativo do nivel de hiperplasia das células epiteliais,
sendo que a redugdo da profundidade indica um menor nivel de agressao a morfologia da
parede intestinal. O aumento da proliferagdo celular nas criptas determina o aparecimento
de enterdcitos imaturos, que apresentam baixa capacidade absortiva, bem como reduzida
atividade das enzimas (BUTS, et al., 1987). Em relagdo as vilosidades, foi demonstrado
que o uso de agentes troficos adicionados a alimentacdo causa estimulagdo do
desenvolvimento da mucosa intestinal, acelerando o processo mitdtico na regido
vilosidade-cripta e provocando em conseqiiéncia, aumento no numero de células e
tamanho da vilosidade. Entre os agentes troficos aparecem alguns aminoacidos, acidos
graxos de cadeia curta e prebidticos (MAIORKA, 2004).

Desmidt et al.(1998b) analisaram a localizagdo de Salmonella no ceco de frangos,
utilizando a técnica de imunohistoquimica ¢ observaram que as Salmonella estavam
presente em grande nimero nas criptas, porém ndo aderidas as células epiteliais e que a
invasdo intestinal ocorreu no apice da vilosidade. A ligacdo da Salmonella nas
vilosidades ¢ feita em receptores especificos que estdo presentes em enterocitos maduros,
mas ndo em enterocitos nao diferenciados.

A manutencao fisiologica da integridade do epitélio intestinal e estruturas anexas de
suporte tém custo para ave, estimado em 20% da energia bruta consumida pelo animal
(McBRIDE; KELLY, 1990). Quando ocorrem lesdes na mucosa, além da reducdo de
substrato digerido e absorvido, ha também o custo de energia para a renovagao do tecido,
sendo que esta energia poderia ser utilizada para o desenvolvimento de outros tecidos ou

células do corpo, como massa muscular e células do sistema imune, por exemplo.

2.6 Controle de Salmonella em Frango de Corte
O controle de Salmonella ¢ complexo, pois intimeras sdo as fontes de contaminagdo

em um sistema de producdo de frangos, incluindo granja de matrizes, incubatdrio,
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alimento, roedores, insetos, aves silvestres, transporte, meio ambiente da criagdo dos
frangos, processo de abate e meio ambiente da planta de abate. Todas as fontes de
Salmonella sao potencialmente importantes, contudo, o incubatorio parece ter menos
importancia do que os fatores envolvidos no ambiente de crescimento para o produto
final (BAILEY et al. 2001).

Corry et al., (2002) e Bailey et al. (2001) relatam que os sorovares de Salmonella
diagnosticados no incubatério e em pintos de um dia foram encontrados em carcagas,
porém em baixa freqiiéncia. Diferentemente, Byrd et al.(1999) encontraram em seus
estudos forte relagdo entre os sorovares encontrados no incubatério ¢ carcagas. No
mesmo contexto, Limawongpranee et al. (1999) citam que os sorovares encontrados em
incubatdrio também sdo encontrados em amostras de campo e podem ser recuperados em
carcagas apos o processo de abate.

O estresse causado durante o transporte ao abatedouro aumenta a contaminagdo de
Salmonella das aves antes do abate. Pesquisas de Salmonella nas caixas de transporte de
frangos demonstram que os sorovares identificados a campo e sorovares isolados das
caixas de transporte sdo freqiientemente encontrados nas andlises de carcagas apds o
processamento no matadouro (SHACKELFORD, 1988; BAILEY, 1988; BAILEY et al.,
2001; CORRY et al., 2002, ROY et al., 2002).

Para estratégias de controle de Salmonella em frangos de corte serem efetivas, alguns
pontos devem ser conhecidos, como o conhecimento da localizagdo destas bactérias,
freqiiéncia de aparecimento, sorovares presentes e possiveis fontes de infeccdo. Deste
modo a monitoria torna-se uma ferramenta importante para a avaliagdo do status dos
plantéis (Back et al., 2006).

Resultados laboratoriais de pesquisa de Salmonella respondem somente a questdes
definidas (como a presenga ou auséncia de um determinado sorovar de Salmonella em um
tipo particular da amostra) e tém valor limitado para a previsao e resolucao de problemas
emergentes que envolvem, por exemplo, novos reservatorios. O tipo de amostra
selecionada e tipo de ensaio sdo elementos criticos para determinar a utilidade dos
resultados obtidos por meio dos testes (bacteriologia, sorologia ou analise de material
genético). O numero de amostras necessarias para estabelecer confianga e validar os
resultados estd diretamente relacionado ao tamanho do lote e inversamente relacionado a

prevaléncia da infeccdo (AHO, 1992).
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Como muitos sorovares de Salmonella tém algum nivel de invasibilidade, uma
variedade de tecidos internos (incluindo o figado, o baco, ovéario, oviduto, testiculos,
saco gema, coracao, sangue do coracdo, rim, vesicula, pancreas, liquido sinovial e olhos)
sdo potencialmente tUteis para a detec¢do de aves infectadas. Multiplos o6rgdos
(processados individualmente ou em pool) sdo normalmente coletados a partir de cada
ave para maximizar a probabilidade de detec¢ao (GAST et al., 1990).

Suabes cloacais ou amostra de fezes sdo materiais testados para a detec¢do de
Salmonella, porém a intermiténcia de excregdo fecal da bactéria por aves infectadas
limita a confiabilidade das amostras selecionadas (VAN IMMERSEEL et al., 2004). A
excre¢ao fecal de Salmonella pelas aves também pode ser indiretamente detectada
testando amostras do ambiente de criacdo, sendo esta estratégia util para o
acompanhamento da entrada de Salmonella carreadas por vetores, trabalhadores,
equipamentos e outras fontes. Deste modo, Kingston et al. (1981) sugeriram que a partir
de suabes de arrasto, coletados do chao dos galpdes de frangos, € possivel detectar a
presenga de Salmonella com alta sensibilidade.

Por varios dias apds a eclosdo as aves sdo altamente sensiveis a infec¢do por
Salmonella, mesmo em exposi¢do a doses muito baixas, porém elas tornam-se mais
resistentes durante as primeiras semanas de vida. Esta transicao € principalmente devido
a aquisicao gradual, pelos pintos, de uma microflora intestinal completa a partir do meio
ambiente. A capacidade das bactérias da flora normal do trato gastrointestinal dos frangos
inibirem a colonizag@o por patégenos entéricos, tal como Salmonella, tem sido estudada e
aplicada para desenvolver tratamentos para controle do trato gastrointestinal. Tais
tratamentos geralmente envolvem a administracdo de culturas bacterianas definidas ou
indefinidas, visando diminuir a coloniza¢do gastrointestinal por organismos como a
Salmonella. O mecanismo pelo qual estas culturas exercem um efeito protetor contra
patogenos ¢ muitas vezes caracterizado globalmente como exclusdo competitiva (EC).
Manipulacdes ndo microbianas da bioquimica gastrointestinal foram igualmente
trabalhadas para conseguir modular colonizagdo intestinal bacteriana. Quanto as
Salmonellas tificas , ndo é conhecido se existem variagdes entre os sorovares ou cepas na
suscetibilidade a exclusdo competitiva pela manipulagdo da flora ou bioquimica intestinal

(GAST, 2007). Aditivos medicamentosos alimentares para o controle de Salmonella
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incluem antimicrobianos de uso profilatico e curativo, acidos organicos, 6leos essenciais,
prebiodticos, probidticos e simbiodticos (VAN IMMERSEEL et al., 2003).

Com as proibi¢des de uso de certos antimicrobianos na criagdo de frangos, os acidos
organicos e 6leos esséncias de plantas tiveram pesquisas mais intensas nos ultimos anos.
Acidos organicos sdo considerados todos os 4cidos organicos carboxilicos, incluindo
acidos graxos e amino acidos, com a estrutura geral R-COOH. Nem todos os acidos tém
acdo antimicrobiana sobre a flora intestinal (DIBNER; BUTTIN, 2002). Os 4cidos mais
estudados no controle de Salmonella e no desempenho zootécnico das aves sdo os acidos
organicos de cadeia curta, com 1 a 7 carbonos (short-chain fatty acids -SCFA),
representados pelos acidos formico, acético, propidnico e butirico; e os trigliceridios de
cadeia média, com 6 a 12 carbonos (médium-chain fatty acids - MCFA), representados
pelos acidos caproico, caprilico e caprico (VAN IMMERSEEL et al., 2004). Quando os
acidos estdo na forma ndo dissociada (ndo — ionizados) podem atravessar a membrana
semipermeavel de microrganismos por difusao passiva e atingir o citoplasma. Em contato
com pH mais alcalino do meio intracelular, o acido se dissocia liberando ions hidrogénio
e reduzindo o pH interno das bactérias. Esta queda de pH provoca desnaturagdo de
enzimas citoplasmaticas, interferindo nos sistemas de transporte de energia e
desacoplando bombas de ATP (adenosina trifosfato), ocasionando a morta da célula
bacteriana (GAUTHIER, 2005). Os genes hilA (hiper invasibilidade) e invF
(invasibilidade) da IP-1 das Salmonella sdo responsaveis pela invasdo da bactéria na
célula do hospedeiro. Foi demonstrado que os acidos de cadeia curta e de cadeia média
foram capazes de inibir a expressdo desses genes in vitro (LAWHON et al., 2002; VAN
IMMERSEEL et al., 2003, 2004).

Assim como os acidos organicos, os Oleos essenciais t€ém sido usados como
promotores de crescimento e antimicrobianos. Os 0leos constituem-se em complexas
misturas de substancias volateis, geralmente lipofilicas, cujos componentes incluem
hidrocarbonetos terpénicos (0leo citrico), alcodis simples (linalol), aldeidos
(cinamaldeido), cetonas (6leo de canfora), fendis (timol, eugenol e carvacrol), ésteres
(6leo de lavanda) dentre outros, em diferentes concentragdes, nos quais um composto
farmacologicamente ativo ¢ majoritario (SANTURIO et al.,2007). Quanto ao modo de
acdo dos 6leos ¢ dificil generalizar, pois varia com suas propriedades e também ¢ relativo

a sensibilidade das bactérias, sendo que o consenso aponta para sua acdo sobre a
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membrana das células bacterianas, alteragdo do gradiente de ions e da bomba de ATP.
Uma proposta quanto a agao dos 6leos ¢ que estes, atuam sinergicamente com os acidos
organicos, aumentando a permeabilidade da membrana das bactérias para a entrada dos
acidos. (GAUTHIER, 2005).

Dentre as medidas preventivas adotadas para evitar a contaminagdo de lotes por
Salmonella esta o uso de vacinas. As vacinas contra Salmonella foram inicialmente
utilizadas para controle dos quadros de pulorose (S. Pullorum) e tifo aviario (S.
Gallinarum), com vacinas vivas feitas a partir de uma cepa rugosa de Salmonella
Gallinarum, de baixa patogenicidade. Somente o uso desta ferramenta ndo foi suficiente
para controlar os quadros clinicos. A eliminacao de lotes positivos e ado¢cdo de medidas
de vazio sanitario adequado e desinfec¢do também foram necessarias. Com o controle
destas Salmonella comecaram a ter importancia as Salmonella paratificas. Em virtude do
fato de que o uso de medidas de biosseguranga e tratamentos com antimicrobianos nao
serem suficientes para controlar as Salmonella paratificas, houve a necessidade de outras
medidas de controle e o desenvolvimento de vacinas teve mais atengdo (CARDOSO;
ROCHA, 2006).

A contribui¢do da resposta humoral e da resposta mediada por células na protegdo de
frangos contra a infeccdo de Salmonella, ndo esta completamente esclarecida. A
vacinacao de aves com vacinas vivas atenuadas ou com vacinas inativadas (mortas) tem
historico de aplicagdo para redugdo da suscetibilidade das aves a infecgdo por Salmonella.
Ambas as vacinas demonstram habilidade de promover protecdo, contudo, ndo sdo
capazes de prevenir completamente as aves da infec¢do, especialmente em situagdes de
alto desafio (ROLAND et al., 2004). Uma limitacdo das vacinas mortas ¢ a inabilidade de
promover eficiente imunidade celular, talvez isso ocorra devido aos efeitos adversos
sobre os antigenos durante os processos de inativacdo. Protecdo de alta eficacia e longa
duragdo ¢ atribuida a vacina viva de Salmonella, possivelmente como resultado de uma
maior persisténcia na apresentagdo de antigenos ao sistema imune do hospedeiro (BABU
et al, 2004). Bacterinas apresentam o inconveniente de limitar a protecdo cruzada
suscitada pelo hospedeiro, porém o uso de bacterinas com multiplas cepas correspondera
a um amplo espectro de protecdo (OKAMURA et al., 2007).

Devido ao fato da eficacia protetora das vacinas ser mais confidvel quando o sorovar

infectante dos lotes ¢ o mesmo sorovar contido na vacina, esta estratégia ¢ de valor
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questionavel na prevencao da emergéncia de novos problemas associados a sorovares de
aparecimento inconstante. A vacinagdo pode ser mais valiosa quando como de
programa de reducdo de riscos, especialmente quando aplicada a lotes de aves muito
suscetiveis ou lotes expostos a varias fontes de contaminac¢do, quando evidéncias
epidemioldgicas direcionam a preocupagao a um sorovar de Salmonella especifico
(GAST, 2007).

Para Gast (2007), sete caracteristicas comuns entre os programas atuais de controle
de Salmonella devem ser adotadas: 1) aquisi¢do de pintos de matrizes comprovadamente
livres de Salmonella; 2) desinfeccdo dos ovos e incubagdo em condigdes rigorosas de
higiene; 3) rigorosa limpeza dos galpdes de aves entre cada lote; 4) implantacdo e
documentacdo do controle de pragas com monitoria perioddica; 5) aplicacdo de rigidas
normas de biosseguranca, com restrigdo de pessoas e equipamentos dentro do galpdo e
entre galpdes; 6) peletizacdo da ragdo e exclusdo de proteinas de origem animal da

formulagao, 7) tratamento adequado da agua e pureza microbioldgica.



3. RESUMOS E ARTIGOS

3.1 Resumo 1

Protocolo para contagem de Salmonella a partir de suabes de cloaca.
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PROTOCOLO PARA CONTAGEM DE Salmonella A PARTIR DE SUABES DE CLOACA.

*A Borsoi', HS Moraes', CTP Salle’, GG Hiller', JPB Guahyba’, VP Nascimento'
! Centro de Efﬂgmﬁshima- Pesquisa erm Patologiz Avidrs (COPA) - FAVET/AUFRGS — Lab, Central - Porto Alegve (RS)

Introdugio

B presanca de Saimonelle na indhstia de alimenios

asta figads & imagem de qualideds da empresa & de
seus produtos (3, sendo lodas as fonies de
contaminagEo de Satrraneila potencialmente
importanies. Deate modo, néo 56 a deteccio do agenks,
mag & determinacio da extensio da contaminagio em
aves & am ssus produtos constitui-se uma ferramenta
Otil para a ewvsliacBo da presséo de IMeccio deste
pathgena, Apresenta-se neste trabatho, o teste de dois
protocolos distintos para a contagem de Sakmonells a
partir de suabes de cloaca,

Material e Métodos

Trinta pintinhos de matrizes n&0 wacinadas conlra

salmaonelas, linhagem  Ress, foram  inoculados
mndividualmenta per via oral, a0 primeiro dia de vida,
com 1 ml de infcule de Ssimonells Enteritidie ATTCC
1880 {SE) na dosa de 10° UFGC| unidades Formadorss
da Colonias)iml. Nos diss um &8 cinco pés-inoculagio,
foram coletados suabes de cloaca de cada ave e
colocados em tubas de ensaio. No Protocolo “A" testada
mcubou-se os sushes em Sgus peplonads 2% (AP,
ovemight a 37°C. As diluigiies da cultura de AP foram
reslizadas em caldo Tetratonata (TT) sk 107 e
movamerite incubado overmight 8 37°C. O plagueamento
com bastio de wvidro de 100pl do TT incubado foi
realizado em duplicata de placas com &gar Verde-
Brilhamte com Mowobiocina (BGN), Mo Protocolo “B* as
suabes em AP 2% I‘mam incubados por uma hora 2
37", as diluigies até 10° foram realizadas em AP 0,1%
2 0 plagueamanto com bastdo de vidro de 100p fol
raalizado em duplicata de placas com dgar Verde-
Erifhante com  Movobiocina (BGM) (1), Todas as
amosiras passaram por iscismento com ennquecimeanto
selativo paralelamente. A contagem direta das colbnias
nas placas seguiu o Anexa IV da instrugSo Normativa NP
B2 (Z). Uma coldnia caracterictica de cadas placa foi
sefecionads  para  testes  biloguimicos @ biolegia
malecular para confirmagio do género.

Resulados e Discussao

Mo presents teste, somente o protocolo B rmastrou-se
eficiente para a contagem de salmonalas. A pariir do
protocole “A" ndo foi possival a idenfificacio das
colonias iscladamente para a contagemn. Os dois
pratocolos  foram  apresentados na  pesquisa  de
Safmanatia Hadar (1) @ mosfraram-ze eficientes para
netuperacio & contagem das mesmas, diferende do
apresentado no presente trabalho. Ma utiizagdo do TT
no protocclo *A°, a dificuklade de leitura das placas
residiu no acomubo de meio TT na placa e formagio da
uma " nuvem” sohre & ricie do  Agar (Figurat).

1%
=
B

Figura 1, Placa com TT apds incubacao. Mancha escura
central: coldnias de salmonelas. Protocolo A7,

Historicements, a enumeracio de microrganismos tem
gido  feita atrrave; de dols processocs  principais:
pracedimentes quantitativos, como confagem direta em
placas com o auxilio de microscopio eletrénico ou, semi-
quantitatives  com  melodologias  slandard, como 8
contagemn direta em placa, onde a3 enumeracdoc das
unidades formadores de colénias (LUFC) & realizada a
partir do &gar de cultura; ou metodologia para contagam
por mlitiplos tubos, estimando o nidmerc mais provével
(MMF). Contagem direta de microrganismes term sido
cansiderada mals acurada, porém o tempo gasio para
realizagao & longo. Procedimentos  semi-quantitativos
geraimenta USam & EMUMEragho de  HCrorgansmes
vidiveds, porém a margem de emo associada & estimative
nuemdrica & ampla (4). A fim de minimizar o8 emos
quantc 3 esiimativa de UFCs, sendo este um fator
limitante 4 escolha da metodologia, a contagern neste
trabalha fioi reslizade a partic da metodelogia descrita no
Anexo IV da Instrugio normativa N° 62 (M), & qual
dascrevs 3 ulilizagio de wma duplicata de places para
cada diluigio e os célculos para cada  siluagdo
apresentada. O ndmers de coldnias admitidas para a
contagem das placas foi de o 8 200 UFC. Ouiro fator
limitenta na execugio das metodologias de contagem &
o tempo g9asio com O3 procedimantos, como ja citado
i4). 0 protocolo "B° teatedo mostrou-se e eficiente para
a contagem das salmeonedas & menes laborioso gue o
protocols “A°, sendd gue em vinte e guatro horas foi
possivel estabelecar confagem nas amostras,

Apde este estudo o pratocolo "B foi aplicado a 500
amnoslras de suabes cloacsis de eves inocculadas e
pasitivas para selmoneias, com idade entre um e 35
diss da idade. Mesta etapa, o dgar ulilizado foi xilose
lizina desoxicolate (XLD) (Figura 2). O ndmero minimeo
da celulas detectsdos com este protocolo foi de 10
UFCiml,

Figura 2. Placas de XLD, protocolo BT, Colfinlas de SE
iscdadas com cenira negro.

Conclustes

de salmonelzs 8 partir de sual:mg da cloaca, com
resultados de possiveis em vinte & gquatro horas.
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3.2 Resumo 2
Excregao fecal de Salmonella Enteritidis ¢ Heidelberg inoculadas em pintos de

corte e avaliadas por de suabes de cloaca.
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EXCRECAQ FECAL DE SALMONELLA ENTERITIDIS E HEIDELBERG INOCULADAS EM

PINTINHOS DE CORTE E AVALIADA POR SUABES DE CLOACA.

*A Borsol', E Santin’, G5 Diniz’, VP Nascimento’
! Cantro da Dragnoshco e Pesguisa em Pafologia Avidria (CDPA) - FAVET/UFRGS = Lab. Carlral - Porfo Alagre (RS)
2 Laboralério de Microbiologia e Ornifopatofogia — Depariamento de Velerindria — UEPR
* | aboratdrio de Parasitologia — Departamento de Medicina Veteringria Proventiva - UEL

Introdugho

A freqiéncia @ duracdo da colonizagSo intastinal em
Iles de aves sdo influenciedss pela idade, linhagem
genética, estado imune das aves & pela dose de
Salmanafa 8 qual foram expostas (2). Nas pesquisas
sobre excrecdo fecal de samonelas, o disgrdstico
atrawvas da suabe de cloaca & o método de eleigio em
aves desde o primeire dia de vida. Mo Brasil este
méiodo @ recomandado pelo Minisigrio da Agricultura
para monitoramento de plantéss de matrizes (3] O
presents  trabalho  iniciou  estudos com o sonavar
Haidalberg (SH) (reconhecida importancia em poedeiras
comerciais (2)) e sorovar Enteritidis (SE) na avaliagdo
do eomportaments da excrecio fecal em pintinhos de
carte.

Material e Métodos

Quatro grupos de sete aves foram desinados para
inoculacio das deses 10% 10% 10%, 10° & 10 LFC
(Unidade Formadora de Col&nialml de SH (SH 35
CDF‘gul & gutros dois grupes de 7 aves para inoculacio
de 10° @ 10° UFGIml de SE ATTCC 1880. Pintinhos
[ivre de salmonelas de 1 dia de ade, ldentificados com
anel enumearado na asa, linhagem Ross, receberam o
indculo por wiz oral, individealimente, Suabes de cloaca
foram coletados a0s nos dias 1 a 5 pde-inoculacao (pi) &
processados  conforme  metodologia  oficial — para
pasquisa de Ssimonsds (3). Oufro grupo de 15 pintinkos
identificados  individualmente fol imoculado com  10°
UFC/mil de SH & o suabes de cloaca foram coletados,
individuaimente, noa dias 18 a 21 pi, a cada 12 horas 2
o exame bactenaldgico realizado conforme metadalogia
oheial (3). A confirmacBo das coldnias suspeiltas foi
realizade por bioquimismo & caraclerizacio do génerg
por  biologia molecular no  lsboratdio CDPA. Os
experimantos in vivo foram realizados no Laboratanio de
Microbiclogia e Ornitopatologia, UFPR.

Resuliados e Discussdio

Mao foi possivel 8 deteccio de SH par suabe da cloacas
nas aves ncculadas com doses 10°, 107, 0% UFCm
nes dias 1 a pi. Mas doses de 107 e 10° UFCimI de SH
foi posaivel a deteccdo por suabes de cloaca nos dias 1
a 5 pi. Para SE, os grupos com inoculacae de 10° & 10°
UFC/ml, ndo apresentaram excrecao nos diss 1 e 2 pi,
somente apretentaram  posiividede nos suabes de
clomcas mos dias 3 a 5 pi (Tabels 1),

Tabela 1. Excrecio de S. Heidelberg ¢ & Entaritidiz.
Salmoneila B Diza pdg-inoculacio

_dose UFCim] -l B )
& Heidefberg 107
8.Heidelberg 10°
S Heidelberg 10°
£.Heidelberg 10°
S Heidelberg 10°
S.Enteritidis 10°
S Enteritidis 10"

M: isolamenta negative; P isolamento positiva.

Z|tn

TZEVDEZZZ|=
TIOITODEZZEZZ
TMTOTREZZZ
TodoEEE
THIOIWMEZZE

Diferencas na excrecio fecal podem ser influanciadas
por fatoras citados anteriormente, como a imunidade
individual das aves e denlre o8 diferentes sorovares, a
capacidade de adasao ao epitélic intestinal também &
varizvel, uma vez que esta adesio parece emvolver uma
interagdo de elementcs da superficie da bactéria
{incluinda  flagelos, fimbriae e lipopolissacarideos)
receptores da muocosa  {2). Diferantes  sorovares
possuam  distintes  caracteristices  de  vindéncia,
patogenicidade. Cepas de mesme sorovar lambeam
podem apresentar variacies devido ao namero de
passegens no hospedsiro e 3 pressio fenotiplea e
genatipica exercida.

Em todas as coletas de suabes de cloaca realizadas nas
aves 8 cada 12 horas, dos 18 aos 21 dias pi, foi
damanstrado que o nomero de aves positivas pasa SH
varioy ac longo das coletas e pelo menos am um dos
rnementos iodas apresenizram  excregio. O
comportamenta individual de excreciio também variou
num pericdo de 12 horas (Figura 1).

[Ave |dia 18pi]dia 18pi[dia 19pijdia Z0pildia Z0pi[dia 21pi]
1

| i

Figura 1. Quadro representande a intermiténcia na
excrecio de SH. Com excrego: cinza claro, Sem
EXCreCAn: CinZg escurg.

A Intermildncia de axcreclo de salmonelas fol citada
como fato fimitante na eficléncia do suabe de cloaca
para diagndetieo (1),

Conclusbes L
O momento de excragio de Salmonala em pintinhos
mastrou diferencas antre 08 sorovares pesquisados. A
intermiténcia de excrecdo do sorowar Heidelberg foi
demansirada am frangos de corte.
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3.3 Artigo 1
Inoculation of newly hatched broiler chicks with two Brazilian isolates of Salmonella
Heidelberg strains with different virulence gene profile, antimicrobial resistance and

pulsed field gel electrophoresis pattern to intestinal changes evaluation.
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INOCULATION OF NEWLY HATCHED BROILER CHICKS WITH TWO
BRAZILIAN ISOLATES OF Salmonella Heidelberg STRAINS WITH
DIFFERENT VIRULENCE GENE PROFILE, ANTIMICROBIAL RESISTANCE
AND PULSED FIELD GEL ELECTROPHORESIS PATTERN TO INTESTINAL
CHANGES EVALUATION.
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ABSTRACT Salmonella Heidelberg is one of the three most frequently isolated serovars
from human Salmonella cases in Canada, and the fourth most commonly reported
Salmonella serovar in human foodborne disease cases in the United States. Since 1962,
Salmonella Heidelberg has been isolated and reported in poultry and poultry products in
Brazil. The poultry industry has focused efforts on reducing Salmonellae incidence in live
production in an effort to reduce Salmonella in the processing plant. A better understanding
of the initial infection in chicks could provide approaches to control Salmonella
contamination. The objective of the present study was to evaluate two Salmonella Heidelberg
strains that differed in the presence of virulence genes invA, agfA and IpfA, antimicrobial
resistance profiles, and epidemiologic profiles on aspects of pathogenicity and intestinal
morphology. Newly hatched broiler chicks were inoculated with two strains (SH23 and
SH35) of Salmonella Heidelberg and cecal morphometry, histopathology, electron
microscopy, and bacterial counts in the liver and cecum were assessed. The SH23 and SH35
strains resulted in different changes in villi height and crypt depth, and inflammatory cell
infiltration in the cecum. The SH35 group had higher liver and cecum bacterial cell counts

when compared to SH23 strains.
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INTRODUCTION

Salmonella enterica serovar Heidelberg is one of the top three serovars most frequently
isolated from human Salmonella cases in Canada and the fourth most commonly Salmonella
serovar reported in human foodborne disease cases in the United States. In human cases,
eggs and poultry were identified as the major sources of this serovar. Salmonella Heidelberg
appears to be more invasive in humans than other non-typhoidal serovars (Chittick et al.
2006; PHAC, 20006).

Salmonella Heidelberg has been isolated and reported from poultry and poultry products
since 1962 in Brazil (Hofer et al. 1997). A study conducted in Southern Brazil in 1996
determined the prevalence of Salmonella in chicken carcasses and parts of 15.1% and 26.1%,
respectively. The Heidelberg serovar was isolated from 11% of the samples (Nascimento et
al.1996). In three different slaughterhouses in Southern Brazil, carcasses analyzed before and
after chilling showed positive rates for Salmonella of 31.7% and 20%, respectively. In these
carcasses, 63.9% of the Salmonella were identified as Heidelberg serovar (Dickel, 2004).
Another study also conducted in the South of Brazil analyzed one hundred and eighty
refrigerated carcasses, with 32% positive for Enteritidis and 9% for Heidelberg (Borsoi et al.
2006).

Due to carcass contamination, the poultry industry has focused on reducing the Salmonellae
incidence in live production, in an effort to further reduce Salmonella in the processing plant.
In live production, paratyphoid Salmonellae can cause clinical disease, which results in
economic losses (Barrow, 1993). Bacterial enteritis in newly hatched chicks caused by
Salmonellae can result in intestinal damage which is one of the principal factors that affects
the development of the intestinal mucosa and this can result in reduced growth, reduced
weight gain, poor feed conversion rates, and delayed maturation of the innate immune
system (Ito et al. 2007). The objective of the present study was to evaluate the aspects of
pathogenicity and intestinal morphology of two Salmonella Heidelberg strains that differed
in virulence genes invA, agfA and IpfA, antimicrobial resistance profiles and epidemiologic

profiles.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains
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The sixty five strains of Salmonella Heidelberg used in the genotyping assays in this study
were isolated between 1995 and 2004 in Southern and Southeastern Brazil (Table 1). All
strains were antigenically identified (Kaufmann-White system) by the Institute Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ- Rio de Janeiro- Brazil). Salmonella Enteritidis ATCC 1980 and
Escherichia coli ATCC 25922 were used as positive and negative PCR controls,
respectively.

Antimicrobial susceptibility test

The antimicrobial susceptibility test was performed by the disk diffusion method on Miiller-
Hinton agar (Merck, Germany), described by Bauer et al. (1966). The antimicrobial agents
used were amoxicillin (30pg), ampicillin (32pg), ceftiofur (8ug), ciprofloxacin (5ug),
sulfadiazine (25pg), doxycycline (30ug), streptomycin (64pg), gentamicin (10ug),
norfloxacin (10pg) and tetracycline (16pg) (Cecon, Sao Paulo, Brazil).

DNA extraction with thermal treatment

Bacterial strains were retrieved from frozen stock cultures and grown overnight at 37°C in
brain heart infusion (BHI) broth (Difco, USA). One milliliter of bacterial culture was
centrifuged at 12.000 x g for 2 min (5415C Microcentrifuge, Eppendorf, Hamburg,
Germany) and the supernatant was discarded. The pellet was suspended in 800uL of sterile
distilled water and the resulting mixture was centrifuged at 12.000 x g for 2 min. The pellet
was again suspended in 200uL of sterile distilled water. The sample was placed on a thermal
block (Multi-Block Heater, Baxter, USA) at 95°C for 10 min. The mixture was centrifuged as
described above and the supernatant was used as a template for PCR (Adapted from Guo et
al. 2000).

Primers

The sets of primer pairs used in the PCR assay were: invA (284pb) F (forward)
5’gtgaaattatcgccacgttcgggcaa3’ R (reverse) 5’tcatcgcaccgtcaaaggaacc3’ and sefA (488pb) F
5’gatactgctgaacgtagaagg3’® R 5’gcgtaaatcaggatctge agtage3’(Oliveira et al. 2002), IpfA
(250pb) F S’ctttcgetgctgaatetggt 3’ R 5’cagtgttaacagaaaccagt3’(Bidumler and Hefron, 1995),
agfA (350pb) F 5’tccacaatggggcggeggeg3’ R 5’cctgacgeaccattacgetg3’(Collinson et al.
1992). Primers were obtained from Invitrogen Custom Primers, S3o Paulo, Brazil. Access
numbers for the sequence data are respectively: M90846, L11008, U18599, and U43280.
PCR assay
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PCR amplifications were performed in a final volume of 25 pL with 2 pL or 5 uL DNA
template. For duplex detection of invA and sefA, the PCR reaction contained 5 uL of DNA
template, 12.5 pL of reaction buffer mix 10X (10 mM Tris-HCI pH 9.0; 50 mM KCI), 2.0 pL
of ANTP mix (250 mM) and 3.0mM of MgCl,, 1.75U of taq DNA polymerase (Invitrogen)
and 0.05 pL of each primer (20 pmol). The cycling program was set in a Perkin Elmer Gen
Amp PCR System 2400 thermocycler (Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT, USA). Samples
were denatured at 94 °C for 5 min. Thirty-five cycles of amplification were run for 1 s at 94
°C, 1 sat 55 °C, and 21 s at 74 °C, with the final extension at 72°C for 7 min. Electrophoresis
through 1.2% agarose gel (with the addition of 20% of ethidium bromide) was performed on
ten microliter aliquots of the reaction mixtures, with a 100pb DNA ladder (Cenbiot, Brazil),
as a molecular weight marker. Fragments were trans-illuminated with UV light. For the IpfA
gene, 2 uL. of DNA template, 2,5 pL reaction buffer 10X (10 mM Tris-HCI pH 9,0; 50 mM
KCI), 2,0 uL. of ANTP mix (250 mM) and 2,0mM of MgCl,, 1U of tag DNA polymerase
(Invitrogen) and 1.0 pL of each primer (20 pmol). The assay was run under the same
conditions as described above. For the agfA PCR, the annealing temperature was 58°C, and
all the other assay conditions were exactly the same as for the IpfA.

PFGE assay

PFGE was performed according to the US PulseNet protocol (CDC, 2000). Chromosomal
DNA was digested with 30 U of Xbal (Amersham Bioscience, USA), according to the
instructions of the manufacturer. Restriction DNA fragments were separated using the CHEF
DRIII (Bio-Rad, Hercules, CA). Electrophoresis was conducted for 18 hours (initial switch
time: 2.20s; final switch time: 54.2s) at 6V/cm and 13°C in 0,5X TBE buffer. PFGE profiles
were visually compared and strains grouped by genetic profiles. Gels were stained with 1 mg
of ethidium bromide ml ™', trans-illuminated with UV light and the images were digitally
captured using a KODAK EDAS120 system (Eastman Kodak Co., Rochester, N.Y.). Profile
correlations were evaluated with Restriction fragment migration profiles and compared by
using the Bionumerics program (Applied Maths, Kortrijk, Belgium).

Chicks

For the in vivo assays, 168 newly hatched commercial Ross chicks were used, obtained from
a Brazilian Poultry Company. All chicks were Salmonella free, hatched from breeders

unvaccinated against Salmonellae and were housed in battery cages. Water and feed free
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from antibiotics and animal protein were offered ad libitum and the environmental
temperature was set to provide physiological comfort.

Bacteria preparation to inoculation

Two strains of Salmonella Heidelberg (SH 23 and SH35) were selected among the 65 strains
previously analyzed by PCR and PFGE (Table 1). The two samples were isolated from
broiler carcasses in Southern Brazil, in 1996 and 1995, respectively. The organisms were
retrieved from frozen cultures and cultured overnight at 37°C in Brain Heart Infusion broth
(BHI; Merck, Germany). The culture was then streaked on Xylose Lysine Deoxycholate agar
(XLD, Difco, UK) and incubated at 37°C for 24 hours. Five colony forming unit (CFU) was
selected and transferred to BHI broth and incubated at 37°C for 24 hours. The CFU were
determined by ten-fold dilutions in Buffered Peptone Water 0.1% (BPW, Oxoid, UK) and
streaked on XLD agar. The 10° CFU/mL suspension was selected for inoculation.
Experimental design with birds

One hundred and sixty-eight broiler chicks were divided in three groups identified as
Control, SH23 and SH35. Two groups were inoculated orally with 1mL containing 10°
CFU/mL of SH23 and SH35, respectively, while the control group was inoculated with a
saline solution. Eight chicks per group were killed by cervical dislocation at 6, 12, 18, 24, 36,
48 and 72 hours post-inoculation (pi). At necropsy, the cecum and the liver were collected
for bacteriological counting of Salmonella. Cecum samples were collected three centimeters
from the colon for histological evaluation by scanning electron microscopy. The trial was
conducted with the approval and according to the recommendations of the Ethics committee
of the School of Veterinary Medicine, Federal University of Parana, Brazil.

Bacterial isolation

Two organ pools (one pool containing liver samples and another containing cecum samples)
from four birds per group were homogenized in BPW 2% (ten times the volume of organs
the weight). BPW cultures were diluted ten-fold in BPW 0.1% up to 10~ and then streaked in
duplicate on XLD agar plates, incubated for 24 hours at 37°C and then submitted to CFU
counting (adapted from Desmidt et al. 1998). All the organs samples were also incubated for
16-18 hours at 37°C. 100uL from each BPW were inoculated in 10mL of Rappaport
Vassiliadis (RV) (Merck, Germany) and maintained at 42°C for 24 hours. The RV samples
were streaked on XLD (24 hours at 37°C). The Salmonella CFU were counted and the results

expressed according to the Plate Count Proceedings recommended by the Normative
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Instruction N°6 from the Brazilian Ministry of Livestock and Food Supply (MAPA, 2003).
One typical colony per plate was biochemically and antigenically screened to confirm
Salmonella identification.
Histological examination, Intestinal morphology and Electron microscopy
Cecum samples were fixed in a 4% phosphate-buffered formaldehyde solution, paraffin-
embedded, and Sum sections were stained with hematoxylin and eosin (HE). The samples
were analyzed for the presence of inflammatory cell infiltration and for intestinal
morphology. Microscopic fields with presence of inflammatory cell infiltration were
quantified with an Olympus BX41 microscope with a magnification 40X (Olympus America
INC., NY, USA).
Villus height and crypt depth were measured in the cecum samples processed for
histological examination. Villus height was measured from the tip of the villus to the valley
between individual villi, and crypt depth measurements were taken from the valley between
individual villi to the baso-lateral membrane. Fifty villi and 50 crypts were measured per
group at each sampling date, with a total of 350 villi and crypts measured per group
(Thompson and Applegate, 2006). The morphometric study was carried out using an image-
analyzing system (Motic Images Plus 2.0-Motic China Group Co0.2006), coupled to a
microscope (Olympus BX41 Olympus America INC., NY, USA).
The cecal sections were submitted to scanning electron microscopy analysis. These sections
were processed as described by Maiorka et al. (2003).
Statistical analysis
Data were submitted to variance analysis using StatView SAS software (1992-98-SAS
Institute Inc. USA), and the means were compared by using the Tukey’s t test at a 5%
significance level (P<0.05).

RESULTS
Samples of Salmonella Heidelberg and PCR, PFGE and antimicrobial resistance profiles
Sixty five Salmonella Heidelberg samples were submitted to PCR and PFGE assays to
identify the differences between these strains. Figure 1 shows four PFGE patterns from these
samples. Among the patterns, Al and A3 had one additional band when compared to A2 and
A4 patterns, and among the four patterns, each one had at least one different band size. The
two strains selected for inoculation belonged to the A1 and A4 patterns. Table 1 shows the

profiles of the genes (invA, agfA and IpfA) and the antimicrobial resistance patterns of these
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samples. In the present work only 5 isolates (SH 15, 23, 28, 35 and 64) out of 65 isolates
tested were resistant to ceftiofur, found in samples taken from the carcasses, cloacal swabs,
and drag swabs. According to the PCR results, 3 samples expressed the invA and IpfA genes
and 62 samples expressed the invA, agfA and IpfA genes. The strains SH23 and SH35 were
different, according to the PFGE patterns and gene profiles. The agfA gene was present in
sample SH35, but absent in the sample SH23. All SH samples were negative for the sefA
gene, and the Salmonella Enteritidis used as a control was positive.

Salmonella Heidelberg quantification in tissues and intestinal villi height and crypt depth
Quantification of Salmonella per gram of cecum and liver; villus height, crypt depth, and
villus height to crypt depth ratio were analyzed in seven occasions during the 72 hours post-
inoculation period for two different Salmonella Heidelberg strains (SH23 and SH35),
selected by molecular assays. The control group was not infected by Salmonella. From 6
hours post-infection on, both strains were present in cecum and liver samples.

The SH35 strain resulted in higher counts (CFU/g) at 12 hours post-infection in the cecum,
and at 36 hours post-infection in the liver (Table 2), when compared to the SH23 strain. The
overall count of CFU per gram of tissue in these seven periods was higher for the SH35
strain in the cecum and the liver than for the SH23 strain (cecum means for SH23 and SH35
were 3.11 and 3.35 log;o and liver means were 1.13 and 1.26 log), respectively).

The cecal villi height and crypt depth are presented in Tables 3 and 4 in chicks challenged
with SH 23 and SH 35. The effects of these challenges on villus height are present in Table
3. At 6 h post inoculation the villus height was significantly decreased in the SH35
challenged birds compared to the control group, and the SH23 challenged birds were
intermediate. At 12 h post inoculation there was no significant difference between the villus
heights of the challenged birds compared to the control. At 18 h post inoculation the SH23
challenged birds had significantly decreased villus height compared to the controls and the
SH35 challenged birds. At 24 h post challenge the villus height was significantly higher
from the control group in both SH23 and SH35 challenged birds, and the SH35 challenged
birds had villus heights that were significantly higher than the SH23 challenged birds.
Again, at 36 h post challenge the SH23 and SH35 villi were higher than the control group,
however, at this time period the SH23 challenged birds had the highest villus height
compared to both the control and the SH35 challenged birds. At 48 and 72 h post challenge
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the villus height was significantly higher in the SH35 challenged birds compared to both the
controls and the SH23 challenged birds.
The effect of these treatments on the ratio of villus height to crypt depth is presented in Table
4. There was no significant effect in the challenged birds compared to the control birds on
the villus height to crypt depth ration at 6, 12, or 72 h post challenge. At 18 h post challenge
the villus height to crypt depth ratio was significantly decreased in the SH23 challenged birds
compared to both the control and SH35 challenged birds. At 24 h post challenge the villus
height to crypt depth ratio was significantly higher in both the SH23 and SH35 challenged
birds compared to the control values, but not significantly different from each other. At 36 h
post challenge the SH23 challenged birds had a significantly higher villus height to crypt
depth ratio compared to both the control and SH35 challenged birds. At 48 h post challenge
the SH35 challenged birds had a significantly higher villus to crypt depth ratio compared to
both the control and SH23 challenged birds.
Histopathological analyses and scanning electron microscopy
From the cecum preparations for histopathology used to measure morphometric data, 280
microscopy fields per group (40 fields were analyzed each time from 6 h to 72 h post
inoculation in each group) were analyzed and those with inflammatory cell infiltration were
quantified (Table 5). The number of fields with inflammatory cell infiltration of the basal
lamina of the cecum was higher in birds inoculated with SH35 when compared to SH23-
inoculated birds and control group when analyzed 6h to 72 hours post-inoculation (Table 5).
Figure 2 show the histopathological microscopy observation of the cecum of 72 hours old
control group chicks (A) and 72 hours old S. Heidelberg 35 group infected chicks (B),
exemplifying inflammatory cells infiltration in the lamina propria. The Figure 3 depicts the
scanning electron microscopic image of the intestinal mucosa of non-infected birds (A), and
of birds infected with Salmonella Heidelberg 35 (B), showing areas of cellular extrusion.
DISCUSSION
In the present work, the 5 SH resistant strains to ceftiofur were obtained from a variety of
samples sites that include carcass, drag swabs, and cecal swabs demonstrates that its use in
broiler production may cause resistance in salmonellae present on the carcass with
consequent risks to consumers. According to Shea (2004) ceftiofur resistance among
Salmonella Heidelberg isolates is highly correlated with resistance to ampicillin, amoxicillin-

clavulanic acid, and cefoxitin (A2C-AMP resistance pattern). It is also associated with
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reduced susceptibility (intermediate resistance) to ceftriaxone, another third generation
cephalosporin used exclusively in humans, being the drug of choice for the treatment of
extra-intestinal salmonellosis in children and pregnant women. Hence, patients with extra-
intestinal infection caused by Salmonella Heidelberg strains with intermediate resistance to
ceftriaxone are at risk of ceftriaxone therapy failure (PHAC, 2006).

Despite the different sources, regions and years of isolation of the 65 Salmonella Heidelberg
(SH) strains in the present study, only four PFGE patterns were generated with Xbal enzyme.
The Notl enzyme was also tested (data not shown) in these samples, but it was ineffective for
differentiating these strains. The four types obtained were indistinguishable according to the
categories of genetic and epidemiologic relatedness described by Tenover et al. (1995). In
SH isolated from outbreaks in Canada, Xbal was used and also generate different PFGE
patterns for this serovar (Demczuk et al. 2003). Amavisit et al. (2001) analyzed 28 SH
samples from equines using the enzymes Xbal and Blnl, and were able to generate 6 and 5
digestion patterns, respectively. The selected genes are fimbrial, and they play an important
role in bacterial pathogenicity, as they promote bacterial attachment to intestinal epithelial
cells (Van der Velden et al. 1998). InvA is required for Salmonella to enter the host’s body
via the gut epithelium and the IpfA gene encodes the major subunit of the long polar
fimbriae, which mediate adhesion to the cells of the Peyer’s patches in a mouse model.
(Darwin and Miller, 1999; Ginocchio and Galan, 1995). Thin aggregative fimbriae (Tafi)
were identified in Salmonella Enteritidis, while its operon was termed agf, and the agfA gene
encodes the major subunit. Tafi is essential for the synthesis of extracellular matrix, which is
involved in multicellular aggregation, pellicle formation, biofilm formation, and
environmental persistence. Tafi also has pathogenesis-related properties, in that it binds
fibronectin, is pro-inflammatory, and enhances adherence and invasion of eukaryotic cells
(Gibson et al. 2007). The PCR tests in this study show two different profiles for the selected
virulence genes, and this was helpful to differentiate the two strains for challenge.

Disease and mortality caused by Salmonella Heidelberg in broiler chicks were studied by
Roy et al. (2001), who used four isolates from different sources, and reported different lesion
patterns caused by each strain. No molecular techniques were used to assess the strains, and
the intestinal integrity was not evaluated. Our study focused on intestinal changes that were
caused by challenge with Salmonella Heidelberg due the fact that infections of the intestinal

mucosa with enteric pathogens is one of the principal factors that can affect the development
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of the intestinal mucosa of the newborn, this can reduce growth, reduce weight gain, increase
feed conversion, and delay the maturation of the innate immune system (Ito et al. 2007).

In the present study, the oral inoculation of broiler chicks with two Salmonella Heidelberg
strains (SH23 and SH35) resulted in colonization of the cecum and translocation to the liver
starting at 6 hours post-inoculation (pi). This also occurred with Salmonella Hadar, described
by Desmidt et al (1998), where the cell count in the cecum was low after 3 h post-
inoculation, but present in the liver from 6 h post-inoculation. Also in the present work, the
strain SH23 resulted in lower cell counts in the liver and cecum, when compared to the SH35
strain (Table 2) and it may reflect the differences the virulence genes profile and PFGE
pattern. The present study was not able to correlate the infection level in the cecum with the
one in the liver, probably because Salmonella colonization of the cecum and liver is
mediated by different virulence systems. The Salmonella pathogenicity island 1 (SPI1)
system enables these bacteria to invade non-phagocytic cells, and is necessary for adhesion
and triggering invasion and penetration of the gastrointestinal epithelium, while the SPI2
system is required for systemic spread and the colonization of host organs (Hensel, 2000;
Marcus et al. 2000; Hansel-Wester and Hensel, 2001; Portillo, 2001; Wigley et al. 2002).

All three groups in this work, showed a gradual increase in villus height (VH) during the first
72 hours of life, in agreement with the estimated turnover time for intestinal cells, ranging
from 90 to 96 hours (Maiorka, 2004).

According to Nabuurs (1995), under optimal circumstances, intestinal villi should be high
and crypts should be shallow, resulting in a high villus height to crypt depth (VH:CD) ratio.
Reductions in VH and CD can occur due to intestinal pathogen challenge and also are seen
after feed withdrawal (Thompson and Applegate, 2006), and when some feed additives are
fed during growout (Hancock et al. 1990; Friesen et al. 1993; Pelicano et al. 2007). Such
changes were attributed to reduced cell migration and proliferation rates, along with
increased rates of cell loss and programmed cell death, or apoptosis (Ferraris and Carey,
2000).

In the present study the SH23 or SH35 groups had the same VH or higher VH than the
control group. The high VH:CD ratio was found in both of SH treatments, except at 18 h pi,
when the VH:CD ratio to control group was high than the SH23 group, but did not differ
from SH35 group.
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These high VH and VH:CD values caused by SH infection may be explained by the high
numbers of immature cells in the crypt due to the fast turnover rate. This fact also was
observed by Dowling (1992) when intestinal pathogens action was studied. Intestinal
hyperplasia occurred, resulting in higher villi height due to the increased production of cells
both in the villus and in the crypt.

The strain SH35 resulted in the highest VH value in 24 h, 48 h and 72 h pi. These high VH
values may have occurred not only because of increased number of absorptive cells, but also
due to the infiltration by inflammatory cells induced by this strain as shown in the
histological analyses (Table 5 and Figure 3).

The agfA gene presented in the SH35 could have contributed to the infiltration by
inflammatory cells, as it has inflammatory properties, which could probably confirmed
comparing an agfA gene deletion strain against the original strain.

In the present study, the Salmonella Heidelberg isolates from different sources in Brazil
showed different virulence genes profile, antimicrobial resistance and PFGE patterns. The
strains SH23 and SH35 resulted in different effects on the gut when chicks were inoculated;
also both strains had different cell counts in the cecucm and liver. The intestinal changes
resulting from Salmonella Heidelberg infection in chicks affect the normal intestinal

physiology and may cause damage to the chick’s health and performance.
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TABLES

Table 1. Sixty-five Salmonella Heidelberg (SH) samples and the sources, isolation year, antimicrobial

profile, PFGE patterns and gene profile.
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Sample (SH) Source Isolation Year PFGE Pattern Antimicribial Profile Gene Profile

1 Cloacal swab 2003 Al DOX invA, agfA, IpfA
2 Broiler carcass 2003 Al - invA, agfA, IpfA
3 Broiler carcass 2003 Al - invA, agfA, IpfA
4 Cloacal swab 2003 Al DOX invA, agfA, IpfA
11 Broiler carcass 2003 Al DOX invA, agfA, IpfA
15 Broiler carcass 1995 Al CEF, DOX, STR invA, agfA, IpfA
16 Broiler carcass 1995 Al TET invA, agfA, IpfA
17 Broiler carcass 1995 Al - invA, agfA, IpfA
19 Broiler carcass 1995 Al - invA, agfA, IpfA
21 Broiler carcass 1995 Al - invA, agfA, IpfA
27 Cloacal swab 2005 Al - invA, agfA, IpfA
28 Cloacal swab 2005 Al CEF, DOX invA, agfA, IpfA
31 Broiler carcass 1995 Al - invA, agfA, IpfA
32 Broiler carcass 1995 Al - invA, agfA, IpfA
33 Broiler carcass 1995 Al EST invA, agfA, IpfA
34 Broiler carcass 1995 Al DOX, STR, TET invA, agfA, IpfA
65 Broiler carcass 2006 Al - invA, agfA, IpfA
23 Broiler carcass 1996 Al CEF invA, IpfA

6 Broiler carcass 2003 A2 - invA, agfA, IpfA
7 Broiler carcass 2003 A2 - invA, agfA, IpfA
8 Broiler carcass 2003 A2 - invA, agfA, IpfA
9 Broiler carcass 2003 A2 - invA, agfA, IpfA
10 Broiler carcass 2003 A2 - invA, agfA, IpfA
12 Broiler carcass 2003 A2 - invA, agfA, IpfA
13 Broiler carcass 2003 A2 - invA, agfA, IpfA
14 Broiler carcass 2003 A2 - invA, agfA, IpfA
18 Broiler carcass 1995 A2 - invA, agfA, IpfA
20 Broiler carcass 1995 A2 - invA, agfA, IpfA
22 Broiler carcass 1995 A2 - invA, agfA, IpfA
24 Broiler carcass 1995 A2 - invA, agfA, IpfA
25 Broiler carcass 2004 A2 - invA, agfA, IpfA
26 Broiler carcass 2004 A2 - invA, agfA, IpfA
29 Broiler carcass 1995 A2 DOX invA, agfA, IpfA
36 Broiler carcass 1995 A2 AMO, STR invA, agfA, IpfA
37 Broiler carcass 1995 A2 - invA, IpfA
38 Cloacal swab 2006 A2 - invA, agfA, IpfA
39 Cloacal swab 2006 A2 AMO, AMP invA, agfA, IpfA
40 Drag swab 2006 A2 - invA, agfA, IpfA
41 Broiler carcass 2006 A2 - invA, IpfA
42 Broiler carcass 2006 A2 - invA, agfA, IpfA
43 Drag swab 2006 A2 - invA, agfA, IpfA
44 Cloacal swab 2006 A2 - invA, agfA, IpfA
45 Broiler carcass 2006 A2 - invA, agfA, IpfA
47 Cloacal swab 2006 A2 AMO, AMP, CEF invA, agfA, IpfA
48 Broiler carcass 2006 A2 - invA, agfA, IpfA
49 Broiler carcass 2006 A2 - invA, agfA, IpfA
50 Cloacal swab 2006 A2 - invA, agfA, IpfA
51 Broiler carcass 2006 A2 - invA, agfA, IpfA
52 Drag swab 2006 A2 - invA, agfA, IpfA
53 Broiler carcass 2006 A2 - invA, agfA, IpfA
54 Broiler carcass 2006 A2 TET invA, agfA, IpfA
55 Broiler carcass 2006 A2 - invA, agfA, IpfA
56 Broiler carcass 2006 A2 - invA, agfA, IpfA
57 Broiler carcass 2006 A2 - invA, agfA, IpfA
58 Cloacal swab 2006 A2 - invA, agfA, IpfA
59 Broiler carcass 2006 A2 - invA, agfA, IpfA
60 Cloacal swab 2006 A2 - invA, agfA, IpfA
61 Broiler carcass 2006 A2 - invA, agfA, IpfA
62 Cloacal swab 2006 A2 - invA, agfA, IpfA
63 Cloacal swab 2006 A2 - invA, agfA, IpfA
64 Drag swab 2006 A2 CEF invA, agfA, IpfA
46 Drag swab 2006 A3 AMP, CEF invA, agfA, IpfA
5 Broiler carcass 2003 A3 DOX invA, agfA, IpfA
30 Broiler carcass 1995 A4 DOX invA, agfA, IpfA
35 Broiler carcass 1995 A4 CEF, DOX invA, agfA, IpfA

Dox: doxycycline, STR: streptomycin, TET: tetracycline CEF: ceftiofur AMO: amoxicillin AMP: ampicillin -: no resistance found.



Table 2. Number of Salmonella (S) Heidelberg (23 and 35) per gram of caeca and liver tissue. Original count

transformed into log;y. Data are means for eight animals collected in each period.
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Period post - Control ~ S.Heidelberg 23 S.Heidelberg 35 Control liver .Heidelberg 23 ~ S.Heidelberg
inoculation caeca caeca caeca liver liver
CFU/g CFU/g logyo CFU/g logy CFU/g CFU/g logy CFU/g logy
Oh - - - - - -
6h - 2.80+2.98 3.11+2.32 - 0.69 = 0.00 2.69+2.81
12h - 3.12£0.02  4.70 £0.03* 0.69 + 0.00 0.69 + 0.00
18h - 2.65+2.76 272 +£2.85 - 2.38£2.39 1.04 £0.49
24h - 2.19+£2.12 2.38+2.39 - 1.04 £ 0.49 0.69 £ 0.00
36h - 3.85+0.19 2.32+2.29 - 0.69+0.00° 1.00£0.00°
48h - 2.58+£2.24 3.96 +£0.70 - 1.67 £1.38 1.45+1.06
72h - 448 +0.23 437 +£0.36 - 0.69 = 0.00 1.08 £0.55

CFU/g: Colony Forming Units per gram. *Different letters in the same line. differ by Tukey test with 95% level of

confidence (p<0.05)



Table 3. Cecal villi height (um) in different periods post-inoculation (pi) of two strains of Salmonella

(S) Heidelberg (23 and 35) in chicks with 0 to 3 days old.
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Period post - Control S.Heidelberg 23 S.Heidelberg 35
inocultion Villi height Villi height Villi height
6h 209.44 £ 52.64" 197.27 £27.69® 192.98 +43.24°
12h 206.50 + 45.18 % 199.65 + 52.52° 222.64 £41.76°
18h 220.00 +57.64° 181.11 £ 61.96° 225.60 £57.83%
24h 192.01 +£36.45° 231.29+37.49° 247.05 +41.85°
36h 212.17 £40.78° 275.88 £48.55" 248.37 +39.00°
48h 251.66 + 84.12° 229.16 +70.70° 290.00 £ 62.49*°
72h 329.48 +45.35° 313.05+44.71° 346.71 £43.49*°

* Different letters in the same line. differ by Tukey test with 95% level of confidence (p<0.05)



Table 4. Cecal villus height : crypt depth ratio (um) in different periods post-inoculation (pi) of

two strains of Salmonella (S) Heidelberg (23 and 35) in chicks with 0 to 3 days old.

Period post — Control S.Heidelberg 23 S.Heidelberg 35
inoculation Villus:crypt Villus:crypt Villus:crypt
6h 5.21+2.28 5.07+1.83 5.09 £ 1.56
12h 6.59 +9.44 4.65+1.43 5.21+1.87
18h 537+ 1.72% 431+230° 521+1.70°
24h 453+1.12° 575+191° 6.03£1.67°
36h 4.55+1.33° 7.57+4.65° 5.68 +1.58°
48h 5.75+2.10° 5.63+2.10° 6.96 +2.49°
72h 7.62+2.36 6.70 +2.82 7.14 £2.20

* Different letters in the same line. differ by Tukey test with 95% level of confidence (p<0.05)
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Table 5 Microscopic fields with inflammatory cell infiltration from histopathological analyses
in the cecum from 6 h to 72 h post-infection. Chicks inoculated with 10 CFU/mL of Salmonella

(S) Heidelberg and control group without inoculation. (40 fields were observed each time from 6
h to 72 h post inoculation to each group).

Group Fields* with inflammatory cell infiltration
in the cecum (%)
Controle 52/280 (18.5)°
S. Heidelberg 23 138/280 (49.3)°
S.Heidelberg 35 167/280 (59.6)"

*Different letters in the column mean difference with T test. Microscopic quarters analyzed in 40X.
Olympus BX41 microscope. Olympus America INC. NY. USA.



56

FIGURES

(S| | S i
T (i ;
(DA

L M e
Figure 1. Dendogram of Salmonella Heidelberg (SH) with four patterns generated by PFGE
using the restriction enzyme Xbal.
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Figure 2. A: Histopathological microscopy of the cecum of 72 hours old control group
chicks (HE 40X). B: Histopathological microscopy of the cecum of 72 hours old S.
Heidelberg 35 group infected chicks (HE 40X), presenting inflammatory cells infiltration in
the lamina propria (arrow).

Figure 3. A: Scanning photomicroscopy of the cecum of 3 days old. control group chicks
(X1000) (arrow) presenting surface with very few areas of cellular extrusion. B: Scanning
photomicroscopy of the cecum of 3 days old S. Heidelberg 35 group chicks infected (X1000),
showing surface with large areas of cellular extrusion (arrows).
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3.4 Artigo 2
Mixture of organic acids and essential oils as an alternative for controlling the fecal

excretion of Salmonella in broiler chickens.
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ABSTRACT Avian salmonellosis, when not caused by Salmonella Pullorum and Salmonella
Gallinarum, is named paratyphoid infection, and may be caused by different Salmonella
serovars. This disease has an important economic impact as it may affect animal performance
and cause morbidity and mortality in younger birds. In addition, paratyphoid salmonellosis
may result in foodborne disease in humans, due to its ability to colonize the alimentary tract
of chickens, resulting in carcass contamination. Regarding the control of Salmonella, it is
possible to decrease its fecal excretion and the contamination of chicken carcasses and eggs
by adding organic acids to the feed or drinking water at appropriate times. The aim of this
study was to test a mixture of organic acids and essential oils in broilers orally challenged
with Salmonella Enteritidis, and to verify its efficiency in reducing the fecal excretion of
Salmonella. Sixty male Ross broilers were individually placed in four groups. One group
(T1), free of organic acids and essential oils, was used as Salmonella control. Another group
(T2) was orally inoculated at 1 day-old with 10° CFU/mL of Salmonella Enteritidis (SE) as a
positive SE control. Two groups (T3 and T4) were orally inoculated at 1 day-old with 10°
CFU/mL of SE and their feed was separately treated with 0.5 and 1% of organic acids and
essential oils, respectively. To assess the fecal excretion of SE, cloacal swabs were collected
from all birds at 2, 6, 13 and 20 days after inoculation. The T3 and T4 groups showed a

reduction in fecal excretion of SE at 6 and 20 days after inoculation



Keywords: Salmonella Enteritidis, organic acids, broiler chicks.
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INTRODUCTION

The incidence of food poisoning caused by Salmonella spp. has been increasing around the
world despite technological advances in food production and the adoption of better hygiene
measures. Foods of animal origin, such as chicken meat, eggs and derivatives, continue to be
the major cause of poisoning. Contaminated chickens become intestinal carriers, eliminating
the microorganism through their feces for long periods of time. Contaminated chickens thus
end up introducing the bacteria into slaughterhouses (Andreatti Filho et al., 2000). Avian
salmonellosis, when not caused by Salmonella Pullorum and Salmonella Gallinarum, is
named paratyphoid infection, and may be caused by different Salmonella serovars. This
disease has an important economic impact as it may affect animal performance and cause
morbidity and mortality in younger birds. In addition, paratyphoid salmonellosis may result
in foodborne disease in humans, due to its ability to colonize the alimentary tract of chickens,
resulting in carcass contamination (Oliveira et al. 2000). Regarding the control of
Salmonella, it is possible to decrease its fecal excretion and the contamination of chicken
carcasses and eggs by adding organic acids to the feed or drinking water at appropriate times.
The basic principle behind the mode of action of organic acids on bacteria is that
undissociated (nonionized) organic acids can penetrate the bacterial cell wall and disrupt the
normal physiology of certain types of “pH-sensitive” bacteria (which cannot tolerate large
internal and external pH variations). Among these bacteria one finds Escherichia coli,
Salmonella spp., Clostridium perfringes, Listeria monocytogenes and Campylobacter spp
(Gauthier, 2005; Van Immerseel et al., 2006). The relative efficiency of various organic acids
varies according to their source, as a result of their different pK potential, and all acids are
more effective at a low pH. It is often accepted that organic acids potentiate the action of
others acids. Organic acids and essential oils can be combined because there appears to be a
synergistic interaction between them. Some authors even suggest that essential oils act by
damaging the bacterial cell membrane, thus facilitating the penetration of organic acids into
the bacterial cytoplasm (Le Ny, 2005).

The aim of this study was to test a mixture of organic acids and essential oils in
broilers orally challenged with Salmonella Enteritidis and to verify its efficiency in reducing

the fecal excretion of Salmonella.
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MATERIALS AND METHODS
Chicks
Sixty one-day-old male Salmonella-free Ross chicks, hatched from breeders unvaccinated
against Salmonellae, were housed in four battery cages. The birds received food and water ad
libitum and the room temperature was adjusted to keep them comfortably housed.
Bacteria
Salmonella Enteritidis ATCC 1980 (SE) was kindly provided by Dr. Paul Barrow (AFRC
Institute for Animal Health, Berkshire, UK). The strain was retrieved from freeze-dried
cultures and cultured overnight on brain heart infusion broth (BHI; Merck) at 37°C. The
culture was then streaked onto xylose lysine deoxycholate agar (XLD, Difco) and incubated
at 37°C for 24 hours. One colony was selected and transferred to BHI broth and incubated at
37°C for 2 hours. The colony forming units (CFU) were determined by tenfold dilutions in
buffered peptone water 0.1% (BPW, Oxoid) and streaked onto XLD agar. The suspension
with 10° CFU was selected for inoculation.
Feed with Addition of the Mixture of Organic Acids and Essential Oils
All feeds consisted of corn, soybean meal and soybean oil. The components of this
formulation are shown in Table 1. Both T3 and T4 groups were fed the mixture of organic
acids and essential oils (butyric, propionic, lactic and formic acids; and thymol, carvacrol,
citrol, cinnamon and clove oils) with 500 g/ton and 1,000g/ton, respectively, in order to
replace starch at the levels of 0.5 and 1% in the feed.
Experimental Design
The study had a completely randomized design with four treatments and 15 replicates (each
bird was a replicate). The T1 group (inoculated at 1 day-old with 10° CFU/mL of SE), which
was free of organic acids and essential oils was used as control for Salmonella excretion. The
T2 group was orally inoculated at 1 day-old with 10° CFU/mL of SE and was used as an
untreated positive SE control. The two other groups (T3 and T4) were orally inoculated at 1
day-old with 10° CFU/mL of SE and their feed was separately treated with 0.5 and 1% of
organic acids and essential oils, respectively. On post-inoculation day 17, organic acids and
essential oils were withdrawn from the feeding regimen of the T3 and T4 groups. All birds
were identified by a wing-web bended metal ring with an individual number. Before
inoculation, cloacal swabs were collected from all birds for bacteriological examination in

order to check for the absence of Salmonella. To assess the fecal excretion of SE, cloacal
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swabs were collected from all birds on post-inoculation days 2, 6, 13 and 20. The experiment
was approved by the Research Ethics Committee of the School of Veterinary Medicine of
Universidade Federal do Parana, Brazil.
Bacterial Isolation and Identification
The cloacal swabs were directly inoculated onto XLD agar and were pre-enriched at 37°C
for 1 hour in 2 mL of BPW 2%. BPW cultures were diluted tenfold in BPW 0.1% to 10~ and
then plated in duplicate XLD agar (adapted from Desmidt. et al., 1998). The Salmonella
colonies were counted and the results were expressed according to the Plate Count
Proceedings stated by Normative Instruction no. 6 published on August 26, 2003 by the
Brazilian Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply (MAPA, 2003). One
Salmonella typical colony per plate was confirmed as biochemically and antigenically as SE.
Statistical Analysis
The colony count data were transformed into log base 10 and were analyzed by ANOVA,
and those with statistical differences were submitted to the Tukey’s test at the 0.05% level
using Statview for Windows 5.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

RESULTS
No difference was observed between the treatment groups on post-inoculation day 6.
However, the fecal excretion of SE was lower in both groups fed organic acids and essential
oils at 2 days and at 13 to 20 days, respectively (Table 2, Figures 1 and 2). There was a
significant difference across the T2, T3 and T4 treatment groups, but no difference between

the T3 and T4 dose groups, indicating the absence of a dose-dependent effect.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS
Organic acids associated with specific antimicrobial activity are short-chain acids, with one
to seven carbons, and are either simple monocarboxylic acids such as formic, acetic,
propionic and butyric acids, or carboxylic acids bearing a hydroxyl group (usually on the a
carbon), such as lactic, malic, tartaric and citric acids (Dibner and Buttin, 2002). The acid
changes the microbial populations in accordance with its antimicrobial activity. The mode of
action of organic acids on bacteria in pigs and poultry involves the entry of these acids into
the bacterial cell in an undissociated form, causing bacterial membrane disruption and
inhibition of essential metabolic reactions. The stress on intracellular pH homeostasis causes

accumulation of toxic anions and the bacteria cannot tolerate large internal and external pH
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variations. Differently from organic acids, it is difficult to make generalizations about the
mode of action of essential oils on bacteria, because each essential oil has different properties
and because sensitivity differs across microorganisms. There is a consensus that the mode of
action of essential oils on bacteria is related to the impairment of enzyme systems, mainly
those involved in energy production and in the synthesis of structural components. Some of
the essential oils utilized include cinnamaldehyde, thymol, carvacrol, eugenol, thyme, bay
leaf and clove bud. Organic acids and essential oils can be used in combination, and it has
been suggested that they damage the bacterial cell membrane, thus facilitating the
penetration of organic acids (Gauthier, 2005). In the present study, the mixture of organic
acids and essential oils was used in two doses from the first day after hatching. The cloacal
swabs on post-inoculation day 2 showed that the control group was negative for Salmonella
excretion and that the T3 and T4 groups were shedding SE (Table 2). Some explanations for
the SE shedding in these groups may reside firstly in the ability of Salmonella to sense the
environmental conditions and some specific conditions that are required to promote adhesion
and invasion; secondly, it could be due the capacity of organic acids to specifically alter the
expression of the HilA gene (Lawahon, et al., 2002; Van Immerseel et al., 2003; Van
Immerseel et al., 2004). By doing that, organic acids and essential oils may have changed the
environmental conditions (oxygen tension or osmolarity, for example) or may even have
affected the expression of some genes that are necessary for adhesion and invasiveness due
to the fact that the feed was given shortly after the chicks had been inoculated. All the birds
were inoculated with the same bacterial suspension and at the same time. In the T2 group, the
fecal excretion of Salmonella increased from post-inoculation day 6 to the end of the trial
(Figure 1). On the other hand, on post-inoculation day 13, the T3 and T4 groups yielded SE-
negative swab samples. At day 20, however, the T3 and T4 groups were shedding SE again,
and this could be caused by the fact that the feeding regimen was changed and organic acids
and essential oils were removed from the formulation after post-inoculation day 17 in the T3
and T4 groups. This observation was also found in a trial with broilers given acidified
drinking water in the preslaughter period in order to reduce Salmonella in the crop. When
the water intake was reduced during the preslaughter feed withdrawal, a consequent decrease
in acid intake increased the number of viable SE in the crop (Avila, et al., 2003). Oliveira et
al. (2000) showed that organic acids added to the feed were not able to prevent infection of

birds with S. Enteritidis, S. Agona, S. Infantis and S. Typhimurium serovars, but Berchieri Jr.
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and Barrow (1996) observed a remarkable reduction in mortality caused by Salmonella
gallinarum, which affected the rate of infection between infected and uninfected birds. The
results of the use of organic acids and/or essential oils for Salmonella control may depend
upon the Salmonella serovar used as a challenge organism (Oliveira et al., 2000; Santurio et
al., 2007). Bacteriological examination of cloacal swabs and litter samples could be negative
while the animals can carry Salmonella in their tissues and excrete it intermittently under
certain stress conditions (Duchet-Suchaux et al., 1997). These facts suggest that organic
acids and essential oils should be used constantly in contaminated birds and that their
withdrawal from the feed can cause the birds to return shedding the bacterium. The present
study was able to show that organic acids and essential oils were useful in controlling the
fecal shedding of Salmonella Enteritidis by infected chicks and that this procedure can be

important as a part of a Salmonella control program.
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TABLES
Table 1. Feed formulation compounds and nutritional levels.
Ingredients tritional Levels*
Macro Ingredients Kg Ingredient % Digestible Ingredient %
Corn 8,0% 512.18 Crude Protein 22.99 Tryptophan 0.25
Soybean meal 45% 417.00 Ether Extract 6.05 Lysine 1.17
Vegetable Fat 35.00 Calcium 0.90 Met. + Cyst. 0.86
CaCOs; 38% 10.00 Sodium 0.20 Threonine 0.80
Dicalcium Phosphate 17.50 Potassium 0.93 Arginine 1.51
NaCl 4.70 Chlorine 033 Leucine 1.83
DL - Methionine 99% 2.12 Available Isoleucine 0.93
Vitamin Mineral Premix 1.50 Phosphorus 0.45 Histidine 0.57

Phenylalanine 1.05

itabolizable Energy Kcal/k (kilocalories per kilogram): 3,002.11
neral — Selenium: 0.18mg; Iodine: 0.70mg; Iron: 48 mg; Copper: 10mg; Magnesium: 78 mg; Zinc: 55mg
amin — A: 14,000 IU; D3: 2,500 IU; E: 25mg; K3: 3.0mg; B1: 2.0mg; B6: 5.0mg; B2: 4.0mg; B12: 25mcg;
wcin: 35mg; Folic acid: 1.0mg; Pantothenic acid: 12mg; Biotin: 100mg; Antioxidant: 125mg.
*Levels of Warranty — per kg of feed; kg: kilogram; mg: milligram; IU: international unit.
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Table 2. Salmonella excretion by broiler chicks aged 1 to 20 days old. T2: SE excretion control,
free of organic acids and essential oils; T3: 0.05% organic and essential oils, and T4: 1% organic
and essential oils, respectively. Results expressed in Logl0.

Groups 2pid (CFU/g) 6 pid (CFU/g) 13 pid (CFU/qg) 20 pid (CFUlqg)
T1 - -

T2 0.000 + 0.000"" 0.679 +1.408 1.789 = 1.2502 2.919 £0.5072

T3 0.047 + 0.180 0.103 + 0.399 0.000 + 0.000° 0.968 + 1.445°

T4 0.558 +1.210° 0.661 £0.661 0.000 =+ 0.000°" 0.758 + 1.306°
P values 0.036 0311 0.000 0.0001

*different letters on the same column mean statistical significance in Tukey test with 95% confidence interval; pid:
post-inoculation day. T1: negative control; T2: Salmonella Enteritidis (SE) excretion control, free of organic acids and
essential oils; T3: 0.5% of organic acids and essential oils added to the feed and T4: 1% organic acids and essential

oils added to the feed. CFU/g: colony forming units per gram of feces.
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Figure 1. Salmonella Enteritidis (SE) excretion performance of broiler chicks from
one to 20 days post-inoculation. T1: negative control; T2: SE excretion control,
organic acids and essential oils free;T3: 0,5% organic acids and essential oils added
in the ration and T4: 1% organic acids and essential oils added in the ration. CFU/g:

colony forming units per gram of feces.
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Figure 2. Average of Salmonella Enteritidis (SE) fecal shedding for 20 days. T1:
negative control; T2: SE excretion control, organic acids and essential oils free;T3:
0,5% organic acids and essential oils added in the ration and T4: 1% organic acids
and essential oils added in the ration. CFU/g: colony forming units per gram of feces.
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3.5 Artigo 3

Behavior of Salmonella Heidelberg and Salmonella Enteritidis strains inoculated in
broiler chicks with the evaluation of cecal morphometry, liver and cecum bacterial

counting and fecal excretion parameters.
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broiler chicks with the evaluation of cecal morphometry, liver and cecum bacterial

counting and fecal excretion parameters.

Comportamento das cepas de Salmonella Heidelberg e Salmonella Enteritidis
inoculadas em pintos de corte através da avaliacdo dos parametros de morfologia cecal,
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ABSTRACT

Over the years, Salmonella Heidelberg has gained prominence in North America and also in
poultry production in other countries. Salmonella Heidelberg has been isolated and reported
from poultry and poultry products in Brazil since 1962, while the Salmonella Enteritidis
emerged as a serious problem in poultry and public health since 1993. These Salmonellae
can cause intestinal problems in newly hatched chicks and may persist until adulthood and
can contaminate the carcasses at slaughter threats to human health. The aim of this study
was to compare the fecal excretion of Salmonella Enteritidis and Salmonella Heidelberg
inoculated in newly hatched chicks until 20 days of age, as well as, in chicks from 0 to 3
days old, to analyze the cecal villus height: crypt depth relation (morphometry) and perform
the cell counting in the liver and cecum One hundred seventeen chicks were separated in
three groups named as a Control, SE and SH and eight chicks per group were euthanized at
6, 12 and 72 hours post-inoculation (pi) in order to allow liver and cecum Salmonella
isolation and to collect the cecum for villi and crypt analyses. The other birds grow up until
20 day of age and cloacal swabs were taken at 2, 6, 13 and 20 days pi to compare the fecal
excretion of inoculated strains. Salmonella Enteritidis group had a higher cell number
excreted during the trial. Both strains were isolated from the liver and cecum since 6h pi. At
12h pi the Salmonella Heidelberg group had high cell count in the cecum. No difference was
found in liver cell count. Both strains showed lowest villus height: crypt depth ratio when
compared with the control group in the days post-infection analyzed.

Key words: Salmonella Heidelberg, Salmonella Enteritidis, Fecal Excretion, villus:crypt

ratio, Broiler

RESUMO

Ao longo dos anos a Salmonella Heidelberg ganhou importancia na América do Norte assim
como na produg@o avicola em outros paises. A Salmonella Heidelberg tem sido isolada de
aves e produtos avicolas e relatada no Brasil desde 1962, enquanto a Salmonella Enteritidis,
por sua vez, emergiu como um grave problema nas aves e para satide publica em 1993. Tais
Salmonella podem causar problemas intestinais em pintos recém-eclodidos e persistir até a
vida adulta das aves, deste modo podendo contaminar as carcagas no abate representando

risco para a sade humana. O objetivo do presente estudo foi comparar a excrecao fecal de
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Salmonella Enteritidis e Salmonella Heidelberg inoculadas em pintos recém-eclodidos até os
20 dias de idade, bem como nos pintos de 0 a 3 dias, analisar a relagcdo de altura vilosidade e
profundidade cripta (morfometria) nos cecos e realizar contagem de células bacterianas no
figado e nos cecos. Cento dezessete pintos foram separados em trés grupos denominados
como um controle, SE e SH e oito aves por grupo foram sacrificados aos 6, 12 e 72 horas
pés-inoculagdo (pi), a fim de permitir o isolamento de Salmonella no figado e cecos e coletar
os cecos para analise de vilosidades e criptas. As outras aves foram mantidas até os 20 dias
de idade e suabes cloacais foram realizados aos 2, 6, 13 e 20 dias pi para comparar a
excrecao fecal das cepas inoculadas. A excregdo fecal apresentou maior contagem de células
bacterianas excretadas no grupo inoculado com Salmonella Enteritidis. Ambas as cepas
foram isoladas do figado ¢ do ceco desde as 6h pi e as 12h pi a cepa Salmonella Heidelberg
apresentou maior contagem nos cecos. Nao houve diferenca entre as duas cepas quanto a
contagem de células no figado. Ambas as cepas apresentaram menor relagdo entre altura vilo:
profundidade cripta quando comparadas ao grupo controle nos dias pos-infeccao analisados.

Palavras - chave: Salmonella Heidelberg, Salmonella Enteritidis, Excr¢do Fecal, relagdo

vilosidade:cripta, frango de corte.

INTRODUCTION

Many strains of Salmonella are zoonotic agents, infecting humans by contaminated animal
origin food products. In humans, salmonellosis is one of the most common causes of food
poisoning The most common serovars causing disease in humans are Salmonella Enteritidis
and Salmonella Typhimurium. Over the recent years, Salmonella Heidelberg has gained
prominence in North America and is also being found in poultry production in other
countries, with commercial importance in laying hens, turkeys and broiler chickens because
of its increase in meat and eggs (Chittick et al., 2006; Gast et al., 2004; Nayak, Kenney,
2002). Salmonella Heidelberg has been isolated and reported from poultry and poultry
products in Brazil, since 1962 (Hofer et al.,1997), while the Salmonella Enteritidis emerged
as a serious problem in poultry and public health as from 1993. The rate of growth of the
Brazilian poultry industry in the nineties created favorable conditions for the maintenance of
Salmonella positive flocks (Silva, Duarte, 2002). The Salmonellae control in Brazil is
regulated by Poultry National Health Plan stated by the Ministry of Agriculture, Livestock
and Food Supply. In 2003, the Salmonella vaccination for broilers breeders, with killed
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vaccine only against Salmonella Enteritidis was allowed (SDA, 2003). Some authors suggest
that when one serovar was present in a flock others can reduce, like the reduction of
Gallinarum and the increase of Enteritidis, or the increased presence of Enteritidis making
other serovars reduce (Silva, Duarte, 2002). In broiler production, when caecal tonsil
colonization is established by Salmonellae in chickens, this bacteria is consistently excreted
in the feces (Backer et al., 1980). The Salmonella Heidelberg is present in Brazilian broiler
flocks and in an effort to better understand the behavior of this strain, this study was
performed to compare Salmonella Heidelberg with an ATCC Salmonella Enteritidis strain.
In chicks from 0 to 3 days old, was analyzed villus height: crypt depth ratio and cell counting
in the liver and cecum. The fecal excretion of Salmonella Enteritidis and Salmonella

Heidelberg inoculated in newly hatched chicks was assessed until 20 days of age.

MATERIALS AND METHODS

Chicks. Recently hatched commercial Ross chicks were obtained from a Brazilian Poultry
Company. All chicks were Salmonella free, hatched from breeders unvaccinated against
Salmonellae and were housed on battery cages. Water and feed free from antibiotics and
animal protein were given ad libitum and the environment temperature was set to attend their

physiological comfort.

Bacteria. Salmonella Heidelberg (SH) was isolated from broiler carcasses in Southern Brazil
and the Salmonella Enteritidis (SE) ATCC (American Type Culture Collection) 1980 was
kindly provided by Dr. Paul Barrow (AFRC Institute for Animal Health, Berkshire, UK).
The organisms were retrieved from freeze cultures and cultured overnight at 37°C on Brain
Heart Infusion broth (BHI; Merck, Germany). The culture was streaked on Xylose Lysine
Deoxycholate agar (XLD, Difco, UK) and incubated at 37°C for 24 hours. Five colony
forming unit (CFU) of each strain was selected and transferred to BHI and incubated at 37°C
for 24 hours. The CFU were determined by ten-fold dilutions in Buffered Peptone Water
0,1% (BPW,0Oxoid, UK) and streaked on XLD agar. The suspension with 10° CFU/mL was
selected for inoculation.

Experimental design. One hundred seventeen chicks were separated on three groups named
as Control, SE and SH. Two groups were inoculated orally with ImL contained 10° CFU/mL

of SE and SH respectively and another group was inoculated with saline solution as a control
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group. From each group during the entire trial, 24 birds were killed and 15 were kept to
Salmonella fecal excretion analyzes. All birds were individually numbered by a metal ring
placed on the wing. Eight chicks per group were killed by cervical dislocation at 6, 12 and
72 hours post-inoculation (pi). At necropsy, the cecum and the liver were collected for
Salmonella bacteriological enumeration. The cecum were collected three centimeters away
from the colon, and taken for histological examination while the cecum was also submitted
to electron microscopy analysis. Cloacal swabs of 15 birds from each group were collected
for bacteriological examination at 2, 6, 13 and 20 days post-inoculation (pi). At necropsy (21
days post-infection), cecum and liver were collected for bacteriological examination. The
trial was approved and performed according to the recommendations of the Ethic Committee

of Faculty of Veterinary Medicine, Federal University of Parana, Brazil.

Bacterial examination in chicks liver and cecum. Two pools of four birds per group had their
organs homogenized in BPW 2% (ten times the volume of organs the weight). BPW cultures
were diluted ten-fold in BPW 0, 1% until 10~ and after that were streaked in duplicate of
XLD agar plate, incubated for 24 hours at 37°C and then realized the CFU counting, adapted
from Desmidt et al. (1998b). All the organs samples were also incubated for 16-18 hours at
37°C and then, 100uL from each BPW were inoculated in 10mL of Rappaport Vassiliadis
(RV) (Merck, Germany) and placed at 42°C for 24 hours. The RV samples were streaked on
XLD (24 hours at 37°C). The Salmonella CFU were counted and the results expressed
according to the Plate Count Proceedings recommended by Normative Instruction N°6 from
the Brazilian Ministry of Livestock and Food Supply (MAPA, 2003). One typical colony per

plate was biochemically and antigenically screened to confirm Salmonella identification.

Bacteriological examination for cloacal swabs. Cloacal swabs (180 units) were directly
inoculated on XLD agar while others (180 units) were placed in 2 mL of BPW 2%. BPW
cultures were diluted ten-fold in BPW 0,1% until 10~ and after that 100 pL was plated out on
duplicate XLD agar (adapted from Desmidt et al. 1998b). The Salmonella colonies were
counted and the results were expressed according to the Plate Count Proceedings
recommended by Normative Instruction N°6 published in august 26™ 2003 recommended by
Brazilian Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply (MAPA, 2003). One typical

colony per plate was biochemically and antigenically screened to confirm Salmonella
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identification. From all the first dilutions, 100uL were enriched in 10mL of Rappaport
Vassiliadis (Merck, Germany), incubated at 42°C for 24 hours and plated in XLD agar. The
threshold of Salmonella detection after direct plating was 10 CFU/mL. Samples which were
negative after direct plating but positive for Salmonella after enrichment were presumed to
contain less then 10 CFU/mL and adopted 0,699 log;o to perform the statistical analyzes.
Samples which were negative after direct plating were presumed to contain 0 CFU/mL.
Regarding cecum and liver samples collected at necropsy (21 day old chickens), 25 grams of
each organ were added to 225mL of BPW into sterile plastic bags and homogenized for two

minutes. The procedures for counting or isolation were the same as described above.

Histological examination and villus and crypt analyzes. Cecum samples were fixed in a 4%
phosphate-buffered formaldehyde solution, paraffin-embedded, sectioned at Sum and stained
with hematoxylin and eosin (HE). The cecum samples processed for histological examination
were measured for villi height and crypt depth. These data were taken from the tip of the
villus to the valley between individual villi, and measurements for crypt depth were taken
from the valley between individual villi to the baso-lateral membrane (Thompson,
Applegate, 2006). Fifty villi and 50 crypt were measured for each time group (Pelicano et al,
2007). The villus and crypt study was carried out using an image-analyzing system (Motic
Images Plus 2.0-Motic China Group Co0.2006), coupled to a microscope (Olympus BX41
Olympus America INC., NY, USA).

Electron microscopy. The cecum sections were collected to perform scanning
photomicroscopy analysis. These sections were processed as described by Maiorka et al.
(2003).

Statistical analysis. Data were submitted to analysis of variance using StatView SAS
software (1992-98-SAS Institute Inc. USA) and means were compared using the test of
Tukey at a 5% significance level (P<0,05).

RESULTS
Salmonella Enteritidis and Salmonella Heidelberg isolation and villi height : crypt depth
analyzes. Quantification of Salmonella per gram of cecum and liver, villi height, crypt depth

relation were analyzed during 72 hours pi with two different Salmonella strains, serovars
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Enteritidis (SE) and Heidelberg (SH). The control group had no Salmonella infection. Since
6 hours pi the two strains were present in the cecum and liver. The SH had higher CFU/g
count in the cecum at 12 hours pi and no difference was observed in number of cells in the
liver between the two strains (Table 1). For the villus height : crypt depth ratio, the SE and

SH groups showed lowest relation when compared with the control group (Table 2).

Salmonella Enteritidis and Salmonella Heidelberg Fecal Excretion. The SH strain 2 days pi
showed a cell count higher than the SE strain, while in the SE group the counting only was
possible after the selective enrichment. At 6 days pi, both strains showed no difference in the
number of cells excreted in the cloacal swabs. During the trial from 6 days pi the Enteritidis
strain had higher excretion (Table 3 and Figure 5). As regards to the isolation in direct agar
plate (DAP), it was possible to observe that the SH group attained a higher number of
positive birds at the day 2 pi, and to SH group, it was possible to observe a gradual increase
in the number of chick positive in the DAP . Due to the individual identification of birds into
the groups, it was possible to observe that all birds were positive for Salmonella. At necropsy
performed, 21 days pi, all birds were found positive for SH and SE in the liver and the cecum
bacterial counting was higher in the SH group. Means and the standard deviation to cecum
were 1,34 = 1, 37 for SE and 2,96 + 1, 52 for SH, with p<0,05. Data obtained from analyses
of the caecal contents did not correlate with the results from the last cloacal swab taken, one
day before euthanasia.

Electron microscopy. The figure 1 shows the cecum scanning photomicroscopy of birds from
control group, where it can be identified some injured areas. The Figures 2 and 3 from birds
infected with Salmonella Heidelberg (10° CFU/mL), showing villi with aspect of edema,

rough aspect, mucosal erosion, degenerate cells and attached bacteria

DISCUSSION

Studies performed with Salmonella Enteritidis in different broiler lines had presented an
inverse relationship between severity of cecal infection and colonization in systemic organs
in animals with similar age and challenge (Kramer et al., 2001, Sadeyen et al., 2004). In the
present study, we also found cell counting from cecum higher than liver to SE and SH
(Tablel). The different cecum and liver colonization level may be due to Salmonella

colonization virulence systems, and these systems are based on two Salmonella pathogenic
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island systems (SPI 1 and 2) responsible for intestinal (SPI 1) and systemic (SPI 2) host
infection. The expression of these island systems are regulated in response to different
environmental factors. SPI 1 responds to low oxygen levels and high osmolarity in the gut
lumen, while the SPI 2 responds to low magnesium and phosphorus levels inside the host
cells, for example (Deiwick et al., 1999).

According to Nabburs (1995), under optimal circumstances, intestinal villi should be high
and crypts should be shallow, resulting in a high villus height to crypt depth ratio. In the
present work, from 0 to 3 days pi, SE and SH groups had low villus height: crypt depth ratio
when compared with the control group, possibly because of SE and SH damage caused to the
intestinal mucosa. Reductions in villi height : crypt depth ratio can occur due the intestinal
pathogens infections and also are seen in other occasions in poultry, as after feed withdrawal
(Thompson and Applegate, 2006), and when some feed additives are fed during growout
(Hancock et al. 1990; Friesen et al. 1993; Pelicano et al. 2007).These changes were attributed
to reduced cell migration and proliferation rates, along with increased rates of cell loss and
programmed cell death, or apoptosis (Ferraris and Carey, 2000).

Such intestinal mucosa alteration found in this work, also may have occurred because chicks
immediately after hatching have the immature immune system and the protection of
intestinal mucosa depends on the barrier cell (macrophages, natural killer cells, heterophils),
chemical and physical factors, and the presence of Paneth cells, located in the crypt, which
secrete defensins, and phospholipase that lyses bacteria, fungi and enveloped viruses (Ito et
al., 2007).

Infection of newly hatched chicks with Salmonella Enteritidis by oral inoculation or by
horizontal contact exposure can lead to the establishment of an intestinal colonization that
persists into adulthood (Gast et al., 2005) because the ability of this pathogen in replicate
inside the host cells, most prominently in phagocytic cells such as a macrophages (Hansen-
Wester, Hensel, 2001). In our study, the SE and SH strains were inoculated in chicks and
cloacal swabs were taken until 20 days of life. Such as previous trials with these two strains
(Borsoi et al., 2008) the birds infected with SE excreted very low Salmonellae number at 2
days pi (Table 3).

The SH group started with the largest counting from the cloacal swabs, but the number
decreased until 20 days pi, while birds with SE showed an increase in number of positive

birds and cell counting throughout the trial. The Table 3 also shows the comparison between
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the isolation in direct agar plate (DAP) and the number of cells in each time, where the
number of birds DAP positive in the SE group increased as well as the number of cells
isolated. It was possible to determine that when the excretion level per bird was above 10
CFU/mL, it was detectable in DAP and with the individual birds identification performed, it
was also possible to know that all birds were positive in at least one time analyzed and the
same bird more than once.

Regarding the scanning photomicroscopy, the apical region of some villi showed affected
areas, in the control group, and this can be related with old cells turnover (Figure 1). The
Figures 2 and 3 shows the changes in the intestinal villi in the SH group. Aspect of edema,
rough surface, mucosal erosion, epithelial cells degeneration, and presence of cellular debris
in the space between villi were suggested by the findings in these scanning photomicroscopy.
These results are in agreement with Desmidt et al. (1998a) which observed adhesion and
colonization of Salmonella in the cecal lumen.

The concern about Salmonella Enteritidis is well characterized in poultry industry and
humans. Similarly, as already mentioned, in these last years the presence of Salmonella
Heidelberg in laying hens with egg contamination (Gast et al., 2004, 2005, 2007) and also in
human illness (Chittick et al, 2006) has been documented. The present work was able to
shown changes in the intestinal mucosa caused by Salmonella Heidelberg similar to those
caused by the Salmonella Enteritidis strain; the presence in the liver of newly hatched chicks
and the persistence in the fecal excretion in broiler chickens. These findings suggest that
Salmonella Heidelberg have importance as a pathogen to newly hatched chicks and potential

broiler carcass contaminant.
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TABLES

Table 1. Counting of Salmonella (S) Heidelberg and Salmonella Enteritidis per gram of caeca and
liver tissue from newly hatched chicks inoculated with 10° CFU/mL. Original counting
transformed into log;. Data are the means for eight animals collected in each period.

Period post-  Control 3. Enteritidis 5. Heidelberg Control S. Enteritidis  S. Heidelberg
inoculation cecum cecum cecum liver liver liver

CFU/g CFU/glog;y CFU/glog;y CFU/g CFU/glog CFU/g log)o

Oh -

6h - 3224216  3.11+232 - 220+2.12 2.69+2.81
12h - 3.99+£0.06° 4.70 £0.03° - 0.69+ 0.00 0.69 + 0.00
72h - 410+0.64 437+0.36 - 1.74 + 0.29 1.08 + 0.55

CFU/g: Colony Forming Units per gram. *Different letters in the same line differ by
Tukey test with 95% level of confidence (p<0.05).

Table 2. Cecal villus height : crypt depth ratio (um) in different periods Salmonella (S)
Heidelberg and Salmonella Enteritidis post-inoculation (pi) of in chicks aged 0 to 3 days old.

riod post-inoculation Control S.Enteritidis S.Heidelberg
Villus:crypt Villus:crypt Villus:crypt
6h "1521 +£2.08 b4.49 + 1.62 b5.09 + 1.56
12h %6.59 + 9.44 b428 +1.10 b5 21 + 1.87
72h 47.62 +£2.36 ®5.63 + 1.89 ¥7.14 £2.20
* Different letters in the same line. differ by Tukey test with 5% probability of error
(p<0.05).

Table 3. Percentage of positive samples in direct agar plating (DAP) and fecal excretion counting of
Salmonella Enteritidis (SE) and Heidelberg (SH) (10°CFU/mL). Original number transformed in log;,.

Group DAP+ Excretion DAP+  Excretion DAP+ Excretion DAP+  Excretion
(%) (logo) (%) (logio) (%) (logo) (%) (lo10)
2 days pi 6 days pi 13 days pi 20 days pi
Control 0 - 0 - 0 - 0 -
SE 0 ).70+0.00° 20 1.23+1.12 73 1.97+0.972 100 2.92+0.51°
SH 53 .5240.13° 13 0.93+0.61 20 1.05+084° 20  1.03+0.94°
P value <0.01 =0.36 <0.01 <0.0001

* Different letters in the same column. differ by Tukey test with 5% probability of error (p<0.05).pi: post-
inoculation. DAP +: direct agar plating positive. pi: post-inoculation.
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FIGURES
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Figure 1. Electron microphotograph of the cecum of chicks from the Control group, 3 days post-
inoculation whit a saline solution (X100). In the circles, the apical region of some villi with injured
areas.

Figure 2. Electron microphotograph of the cecum of a chick at 3 days post-inoculation 0f10° CFU/mL
of S. Heidelberg, (X100). Villi with aspect of edema and surface with rough aspect or mucosal
erosion. Space between the villi presenting structures similar to bacilli and cellular debris.
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Figure 3. Electron microphotograph of the cecum of chicks at 3 days post-inoculation of 10° CFU/mL
of S. Heidelberg (X350). Few attached bacteria (arrows) in epithelial cells and between the villi can
be detected. Structures similar to bacilli and compatible with cellular debris or groats of bacteria.
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Figure 4. Salmonella Enteritidis and Salmonella Heidelberg fecal excretion from 2 to 20 days post-
inoculation,
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4. DISCUSSAO

O presente trabalho teve por objetivo estudar o sorovar Salmonella Heidelberg (SH),
que conforme posto na revisdo bibliografica, aparece como um importante sorovar
determinante de toxinfecgdes em humanos, importante agente patogénico em poedeiras
comerciais, sendo que este também estd presente na avicultura industrial brasileira.
Ainda, foi objetivo de estudo, comparar o comportamento da SH frente a Salmonella
Enteritidis (SE) e testar o uso de uma mistura de acidos organicos e 0leos essenciais no
seu controle de SE inoculada em frango de corte.

Este trabalho iniciou com a sele¢do e isolamento das cepas de SH, realiza¢do dos
testes de sensibilidade antimicrobiana e desenvolvimento dos protocolos para a pesquisa
dos genes invA, IpfA e agfA nas cepas, realizados no Laboratéorio CDPA- UFRGS. A
proxima etapa foi a realizacdo do teste de eletroforese em campo pulsado (PFGE) no
Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), sob orientagio de Dra. Dalia dos Prazeres
Rodrigues. Apos a selecdo das cepas de SH com maior diferenca genética nos testes
utilizados, dois testes pilotos foram desenvolvidos. Um para desenvolvimento de um
protocolo para contagem de Salmonella a partir de suabes de cloaca (Resumo 1) e outro
com o intuito de selecionar doses para inoculagdo das Salmonella nas aves (Resumo 2)
(BORSOI et al. 2008a; 2008b).

Para o desenvolvimento da contagem de Salmonella a partir de suabes foram testados
dois protocolos. O protocolo A idéntico ao descrito por Desmidt et al. (1998a), o qual
selecionou o uso de caldo tetrationato para a diluigdo da agua peptonada e plaqueamento.
O teste do protocolo A nas amostras de Salmonella do presente trabalho n3o obteve
resultado satisfatorio. A parte solida do meio precipitou nas placas e nao foi possivel a
separacdo das colonias da bactéria. O protocolo B foi baseado nos protocolos de
contagem para material avicola (como cama de galpdes de aves e ragdo) com contagem
de colonias efetuada pela regra da Instrugdo Normativa N° 62 (MAPA, 2003). Esta
técnica aborda a contagem de unidades formadoras de colonias (UFCs) em cada uma das
duas placas da diluicdo e fazendo a média aritmética, apoés a média das trés diluicdes,
estas sdo somadas e divididas por trés. Com o protocolo B foi possivel recuperar as
bactérias inoculadas em curto espaco de tempo, pois o pré-enriquecimento foi realizado

somente por uma hora, a fim de estabilizar as Salmonella, enquanto no protocolo de
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Desmidt et al. (1998a), o pré-enriquecimento foi realizado por 24 horas. Analisando o
protocolo de Desmidt et al. (1998a), ¢ possivel inferir que o pré-enriquecimento por 24
horas pode alterar o nimero inicial de células bacterianas da amostra, pois a funcdo da
agua peptonada, além da reparacdo de células injuriadas é também, promover o
crescimento das bactérias.

A selecio das doses de 10° ¢ 10° UFC/mL de SH e SE para inoculagio em pintos foi
definida em fungio do teste piloto (Resumo 2) no qual, doses menores que 10° UFC/mL
ndo foram suficientes para a deteccdo das bactérias a partir de suabes de cloaca direto em
placa ou incubados, aos dois dias pos-inoculagdo (pi) das aves. Notou-se que a SE ndo
teve excrecdo ao primeiro dia pi em ambas as doses inoculadas. Diferencas entre
aderéncia e invasdo intestinal entre as cepas podem explicar este fato. Também foi
possivel observar que provavelmente a excrecdo de SH, as 24 horas pi, ndo foi devido a
passagem do inoculo (ImL via oral), pois com a mesma metodologia ¢ quantidade de
células bacterianas inoculadas, ndo foi possivel a deteccdo de excrecdo nos grupos
inoculados com SE.

Abordando a parte de analise molecular das cepas de SH, o método selecionado para
a extragdo do DNA foi a extrag@o pelo calor ou termo-extragdo. O protocolo foi baseado
na metodologia desenvolvida por Guo et al. (2000), porém para a melhor separacdo do
DNA foi necessario incluir uma etapa extra de lavagem e centrifugag¢ao do pellet inicial.
Soumet et al. (1994) estudaram quatro diferentes protocolos de extracdo de DNA. A
extragdo com enzima proteinase K foi a mais eficiente ¢ em segundo lugar, apareceu a
extracdo pelo calor, devido a sua menor necessidade de manipulagdo e por nao ter
apresentado contaminacdo. O limite de detec¢do da extracdo pelo calor encontrado pelos
pesquisadores foi de 10* — 10° UFC/mL. Os mesmos pesquisadores elegeram esta técnica
para trabalhar com desenvolvimento de uma reacdo de PCR com multiplos genes para
deteccao de S. Enteritidi e S. Typhimurium (SOUMET et al., 1999). Santos et al. (2000)
também avaliaram diferentes protocolos para a extragdo de DNA de Salmonella
inoculadas e carcagas de frangos e a melhor técnica foi a utilizagdo do protocolo fenol-
cloroférmio para extra¢do. Analisando os resultados destes pesquisadores, foi possivel
notar que o protocolo de extracao pelo calor ndo foi o mais eficiente para extragao de
DNA de Salmonella quando na presenga de outras bactérias ou quando em baixa

concentragdo, porém para trabalhar com cultura pura foi uma opcdo eficiente. No
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presente trabalho nao foi realizado teste para conhecer o nivel de deteccao do método de
termo-extracdo para as amostras de SH.

Quanto a detecgdo dos genes invA, IpfA e agfA, os seqiiencias iniciadoras (primers)
foram selecionados a partir de trabalhos ja publicados e foram verificados no banco de
genes antes de sua confecg¢do (Artigo 1). O desenvolvimento das condigoes da PCR foi
realizada com multiplos testes para cada gene, alterando as quantidades de cloreto de
magnésio, enzima Taq e temperatura de anelamento dos primers. Os controles negativos
e positivos foram desenvolvidos utilizando uma cepa de SE ATCC 1980, uma cepa de
Salmonella Typhimurium (isolada de linfonodo de suinos, cedida pela Dra. Mariza
Cardoso, Departamento de Medicina Preventiva, UFRGS) ¢ com uma cepa de E. coli
ATCC 25922 (cedida pelo mestrando Silvio Rocha, CDPA-UFRGS). além de um
microtubo com todos os componentes da reacdo, exceto o DNA. Dentre as 65 amostras
de SH analisadas, 59 amostras apresentaram os genes INVA ¢ IpfA e seis amostras
apresentaram os genes INVA, IpfA e agfA. Para a técnica de PCR sdo determinadas
algumas condigdes para validar a técnica, como a inclusdo de um controle interno de
amplificacdo (CIA). CIA ¢ uma seqiiéncia de DNA ndo-alvo presente no tubo da reagdo,
o qual ¢ co-amplificado simultaneamente com a seqiiéncia-alvo. Na rea¢ao de PCR sem
um CIA, uma resposta negativa (sem banda ou sinal) pode significar que ndo ha presenca
da seqiiéncia-alvo na rea¢do. Também, pode significar que a reacdo foi inibida, como um
resultado de mau funcionamento do termociclador, preparagdo incorreta da mistura da
PCR, baixa atividade da polimerase e¢ presenga de substincias inibidoras na matriz da
amostra (FREITAS et al., 2006). No presente trabalho, nao foi utilizado CIA, porém os
erros quanto ao funcionamento do termociclador, preparacdo da mistura da PCR e baixa
atividade da polimerase talvez possam ser descartadas, por saber que foram analisadas
amostras puras e também sustentado pelos resultados controles positivos e negativos da
reacdo. Quanto a presenca de substancias inibidoras, todas as amostras foram verificadas
antes da analise de PFGE, quanto a presenca da enzima de degradagdo do DNA (DNAse),
sendo plaqueadas em agar especifico para o teste. Quanto as amostras com a presenga dos
genes pesquisados, ndo foi realizado o seqiienciamento dos primers, porém diversos
trabalhos publicados com diferentes genes, citam a especificidade da reagdao da PCR e
também ndo apresentaram seqilenciamento dos primers utilizados (COCOLIN, et al.,

1998; SOUMET et al.,, 1999; RAJASHEKARA et al., 2000; WANG; YEH, 2002;



88

IKUNO et al., 2004; UI-HASSAN et al., 2004; KUMAR et al., 2006; GIBSON et al.,
2007).

Para a inoculacdo em aves, o objetivo foi selecionar duas cepas com a maior
diferenga genética, porém somente com a pesquisa dos genes citados ndo foi possivel,
pois foram apresentados dois perfis de genes, com mais de uma amostra cada. Deste
modo, a técnica de PFGE foi selecionada para prover diferenciacdo entre os clones de
SH. A técnica de PFGE foi descrita pela primeira vez em 1984, como uma ferramenta
para exame de DNA cromossomal de organismos eucaridticos. Subseqiientemente, a
técnica foi comprovada como altamente eficiente para tipagem molecular de diferentes
espécies bacterianas. A técnica gera de 10 a 30 fragmentos de restri¢gdo, com tamanho de
10 a 800kb, através da preparacdo do DNA com o uso de enzimas de restricdo
(TENOVER et al, 1997). Em 1995, Tenover e colaboradores publicaram critérios de
interpretacao de resultados de PFGE, em um esforco para tornar homogéneo o uso desta
técnica para fins epidemiologicos. Assim, se existe uma relagao epidemiologica entre as
bactérias idénticas, provavelmente trata-se de surto. Por outro lado, bactérias de mesma
espécie € mesmo genotipo, isoladas de pacientes que ndo possuem uma ligagdo
epidemioldgica detectavel, podem representar linhagens epidémicas. Os mesmos
pesquisadores, assumiram que bactérias nao relacionadas epidemiologicamente, devem
possuir genotipos diferentes. Considera-se o fato de que um minimo de 10 fragmentos de
DNA (conseqiientemente 10 bandas no gel) deve ser obtidos por bactérias, para que a
técnica tenha poder discriminatorio relevante. Alguns fatores podem interferir na PFGE,
como composi¢do e concentragdo da agarose, solugdo tamponante, tensdo da corrente
elétrica (voltagem), tempo de pulso e de corrida eletroforética dentre outros fatores,
sendo que a escolha da enzima de uso deve ter sido previamente estudada
(MAGALHARES et al, 2005). Neste trabalho, foram utilizadas duas enzimas para digestio
do DNA, Notl (resultados nao incluidos na tese) e Xbal. A enzima Notl demonstrou
menor poder discriminatério que a enzima Xbal para as cepas avaliadas. No Canada,
diferentes isolados de SH de surtos alimentares foram caracterizados utilizando a enzima
Xbal e esta foi eficiente em gerar diferentes padrdes para o sorovar (DEMEZUCK et
al.,2003). Amavisit et al (2001), por sua vez, analisaram 28 amostras de SH isoladas de
eqiiinos, utilizando as enzimas Xbal e Blnl, as quais geraram 6 e 5 padrdes de cortes de

DNA, respectivamente. Dentre as amostras de SH analisadas para subseqiiente
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inoculagdo em aves, duas apresentaram-se ndo relacionadas no PFGE (SH23 e SH35),
sendo que a SH35 obteve a presenga do gene agfA e a SH23 ndo (Artigo 1, Tabela 1). A
fimbria agregativa (Tafi) ¢ identificada em Salmonella pelo operon agf e o gene agfA
codifica sua maior sub-unidade. A Tafi ¢ essencial na forma¢ao da matriz extracelular, a
qual estd envolvida com agregacdo de bactérias, formacdo de biofilmes, formacdo de
pelicula e sobrevivéncia no meio ambiente. Também esta relacionada com propriedades
patogénicas, envolvendo ligacdo de fibronectina, aumentando a capacidade de aderéncia
e invasao na célula hospedeira e apresentando atividade pro-inflamatdria. Nos artigos 2 e
3 gerados nesta tese, ndo foi possivel inferir que a cepa SH35 (com a presenca do gene
agfA) provocou maior reagdo inflamatéria, por ndo ter sido realizado seqiienciamento da
PCR e também por haver outros genes e proteinas importantes e ndo caracterizados neste
estudo, que possam ter correlagdo com tal fato. Contudo, a maior quantidade de cortes de
ceco com reagdo inflamatoria foi significativamente superior para a cepa SH35 frente a
cepa SH23, podendo haver relagdo com a presenga deste gene e para maiores
conhecimentos, estudos subseqiientes devem ser realizados, embasado no conhecimento
de que os genes da Ilha de Patogenicidade 1, onde o gene agfA esta localizado, sdo os
principais genes determinantes da adesdo e invasdo intestinal das Salmonella (Hensel,
2000; Marcus et al., 2000; Hansel-Wester & Hensel, 2001; Portillo, 2001; Wigley et al.,
2002).

A resisténcia das cepas de SH a alguns antimicrobianos de interesse na area de
veterindria ¢ na area de saude humana foi verificada pelo teste de difusdo em disco
(BAUER et al.,, 1966). No presente trabalho as cepas SH23 e SH35 apresentaram,
resisténcia ao ceftiofur e ceftiofur + doxiciclina, respectivamente (Artigol, Tabela 1). O
uso generalizado de medicamentos antimicrobianos na alimenta¢dao animal tem resultado
no aparecimento de estirpes resistentes antimicrobiana de agentes patogénicos
alimentares, tais como a Salmonella, Escherichia coli ¢ Campylobacter, bem como,
bactérias enddgenas a microflora de animais conforme Davis et al. (1999). A resisténcia a
droga ceftiofur (cefalosporina de terceira geragdo utilizada apenas em animais) entre os
isolados de SH estd altamente correlacionados com a resisténcia a ampicilina,
amoxicilina-acido clavulanico e cefoxitina (padrdo resisténcia A2C-AMP). Também ¢
associada com susceptibilidade reduzida (resisténcia intermediaria) para a ceftriaxona,

outra cefalosporina de terceira geracdo utilizados exclusivamente em seres humanos e ¢
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uma droga de escolha para o tratamento de salmoneloses extra-intestinais em criangas e
mulheres gravidas (SHEA, 2004). Devido a este fato, os pacientes com infeccdo extra-
intestinal causada por cepas de SH com resisténcia intermediéria a tais drogas, correm o
risco de falha na terapia com ceftriaxona (PAHC, 2006).

Analisando-se as Salmonella inoculadas em pintos, SE, SH23 e SH35, as trés
cepas alcancaram o figado no momento da primeira coleta, as 6h. As amostras SH35 e SE
tiveram contagem de células bacterianas, maior que 2 log as 6 horas pi e a amostra SH23,
por sua vez, apresentou este valor somente as 18 horas (Tabela 2 , Artigo 1 e Tabela 1,
Artigo 3), sugerindo um pico de infeccdo do figado mais tardio. A contagem de
Salmonella nos cecos mostrou diferenca significante para as trés cepas somente as 12
horas pi, com uma elevacdo do niimero de células frente as 6 horas pi e subseqiiente
aumento na contagem até¢ os 3 dias pi (Tabela 2 , Artigo 1 e Tabela 1, Artigo 3). A
colonizacdo intestinal de pintos, por ambas as cepas, determinou o estado de aves
portadoras, até os 21 dias pi, como demonstrado no perfil de excrecdo tragado para SE e
SH35 (Tabela 3, Artigo 3). Ainda na avaliacdo da excre¢do fecal SH35 e SE, pode-se
notar que aos 2 dias pi, quando realizado suabe de cloaca nas aves, a contagem foi menor
do que aquela apresentada nos cecos dos pintos para as mesmas cepas. Aos 13 e aos 20
dias pi, as aves contaminadas com SH35 apresentaram menor excrecdo fecal de
Salmonella, sendo que este fato pode ter ocorrido devido a capacitagdo do sistema imune
das aves, fazendo com que o clearance do sorovar S. Heidelberg fosse mais eficiente que
o de S. Enteritidis.

A colonizagdo de Salmonella ¢ influenciada pela idade de ave, via de inoculagdo e
sorovar e esta sob controle genético aves (SADEYEN et al., 2004) e a colonizacdo de
6rgdo internos ou intestino esta sob comando de dois sistemas diferentes na Salmonella,
Ilhas de Patogenicidade 2 e 1, respectivamente (HENSEL, 2000). Estudos demonstraram
que a relacdo de severidade entre colonizagdo cecal por Salmonella ou em o6rgaos
sistémicos foi inversa nas aves, independente da idade e da dose inoculada (KRAMER et
al., 2001, SADEYEN et al., 2004).

No estudo da excregao fecal de SH35, também foi demonstrada a intermiténcia de
excrecao nos trés ultimos dias do experimento, quando suabes foram coletados a cada 12
horas (Resumo 2). Ao menos em uma das coletas as aves apresentaram-se positivas,

demonstrando que todos os animais estavam infectados até os 21 dias pi. Neste contexto,
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¢ possivel sugerir que o método de monitoria de Salmonella por suabes de cloaca tém
valor limitado, assim como sugerido pelos pesquisadores Van Immerseel et al., (2004) e
Andrade et al., (2007) que também demonstraram a intermiténcia de excre¢do fecal de
Salmonella Enteritidis.

Na avaliacdo da morfologia intestinal dos pintos inoculados com SE, SH23 ¢ SH35,
cabe relembrar que a morfologia intestinal pode variar influenciada pelas caracteristicas
da dieta, estresse calorico e agentes patogénicos, dentre outros fatores (ALVARENGA et
al., 2004). Quanto as criptas, de acordo com Hancock (1990) a profundidade da cripta ¢
um indicativo do nivel de hiperplasia das células epiteliais, sendo que a redugdo da
profundidade indica um menor nivel de agressdao a morfologia da parede intestinal. O
aumento da proliferacdo celular nas criptas determina o aparecimento de enterocitos
imaturos, que apresentam baixa capacidade absortiva, bem como reduzida atividade das
enzimas (BUTS, et al., 1987). Para a relacdo vilosidade/cripta intestinal, o desejavel é
quando as vilosidades se apresentam altas e as criptas rasas (NABBURS, 1995).

As medidas das vilosidades e criptas de cecos dos pintos foi realizada em sete
momentos a partir das 6 horas pi (Artigo 1 e Artigo 3). Analisando as trés cepas
inoculadas pode se perceber que a SE apresentou as relagdes vilosidade:cripta menores,
na média geral. Ao observar a profundidade das criptas (dados ndo apresentados nos
artigos, mas utilizados para calcular a relagdo vilosidade:cripta) o grupo SE apresentou
em todos os momentos maior profundidade. Pode ser sugerido que apesar da altura das
vilosidades terem sido proxima a do grupo controle, o aumento no tamanho das criptas
indica que estava ocorrendo produgdo de células para reposicdo, significando que a
vilosidade foi lesada pela SE.

Para os grupos SH 23 e SH 35, estes apresentaram mesmo valor VH ou maior que o
grupo controle. A maior relagdo VH:CD foi encontrada nas duas cepas, exceto as 18 h pi,
quando a relagdo VH:CD do grupo controle foi maior que a relagdo do grupo SH23,
porém nao diferente de SH 35. O alto valor de VH:CD nos grupos SH, pode ter sido
causado pelo aumento da proliferacio para a reposicdo de células da vilosidade
(HANCOCK, 1990).

Na microscopia eletronica (Artigo 3) foi descrita a possivel presenca de edema das
vilosidades, fato que também poderia ter acontecido nos cecos e proporcionaria o

aumento de tamanho da vilosidade.
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A necessidade de alternativa ao uso de antimicrobianos em frangos apresenta
algumas possibilidades como citado na revisao bibliografica. Neste trabalho foi realizado
o teste de uma mistura de acidos organicos e Oleos essenciais a fim de saber se esta
alternativa para o controle de SE seria eficiente (Artigo 2). Os resultados apresentados
mostraram que na coleta de suabes aos 2 dias pi o grupo T2 (inoculado com SE e sem a
mistura na ra¢do), nao apresentou excre¢ao e os grupos com as duas diferentes doses da
mistura apresentaram. Este fato pode ser atribuido a capacidade dos acidos mudarem o
meio ambiente do limem intestinal e devido a sua a¢do de inativagdo de alguns genes de
invasibilidade das Salmonella (LAWAHON, et al., 2002; VAN IMMERSEEL et
al.,2003; 2004). A partir do momento que a excre¢ao de SE ndo foi mais detectada nos
grupos tratados, a mistura de acidos organicos e 6leos essenciais foi retirada da ragdo e
entdo, na coleta dos 20 dias pi, as aves tornaram a excretar SE. Este fato sugere que o uso
desta mistura de acidos organicos e Oleos essenciais deve ser continuo, assim como
também sugerido para uso de agua acidificada no controle de Salmonella (Avila et al.,
2003). Nao houve diferenga significativa nas contagem de SE entre os grupos com
diferentes doses da mistura, sugerindo que a a¢do do produto ndo foi dose dependente.

Concluindo estes estudos, a presenga de S. Enteritidis e S. Heidelberg em pintos pode
ocasionar alteracdes intestinais, como foi demonstrado. Este fato torna-se importante,
pois se sabe que as enteropatias pré e neonatais podem causar prejuizos ao sistema imune
e baixos parametros zootécnicos nas aves adultas (MAIORKA, 2004; ITO et al. 2007).

No presente trabalho foi possivel notar que as duas cepas utilizadas de S. Heidelberg
apresentaram diferentes danos quando inoculados em pintos, fato este que também
ocorreu entre os sorovares S. Enteritidis e S. Heidelberg testados. Neste contexto, Gast
(2007) sugere focar o controle ao nivel de sorovares em poedeiras, matrizes, perus ou
frangos de corte, pois parece ser mais relevante para um programa de controle de

Salmonella.
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CONCLUSOES

e Os protocolos desenvolvidos para a pesquisa do gene agfA ¢ IpfA, ¢ o
protocolo de contagem de Salmonella a partir de suabes de cloaca foram
eficientes;

e A partir das 65 amostras de S. Heidelberg foi possivel encontrar quatro
padroes eletroforéticos na técnica de PFGE, utilizando a enzima Xbal e dentre
as amostras, as cepas SH23 e SH35 foram os clones com maior diferenga
genética;

e Todas as amostras de S. Heidelberg apresentaram o gene IpfA e invA,
enquanto somente 6 amostras apresentaram o gene agfA (SH23 IpfA ¢ SH35
IpfA e agfA);

e As amostras de S. Heidelberg inoculadas apresentaram resisténcia a pelo
menos um dos antimicrobianos testados;

e Os sorovares S. Enteritidis e S. Heidelberg apresentaram diferentes resultados
nas analises microbioldgicas e de morfometria intestinal quando inoculados
em pintos, assim como as duas cepas de S. Heidelberg selecionadas por sua
diferenca a nivel molecular, também apresentaram;

e A S. Heidelberg foi capaz de atingir o figado e causar lesdo em cecos de
pintos de corte, bem como persistir em frangos de corte e ser excretada
intermitentemente,

e Observou-se diferenca morfométricas nos cecos entre as duas cepas de S.
Heidelberg analisadas;

e A mistura de acidos organicos e 6leos essenciais foi eficiente no controle da
excrecdo fecal de SE quando usada continuamente a partir do primeiro dia de

vida.
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