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RESUMO

As bactérias do género Salmonella, especialmente S. Enteritidis e S.
Typhimurium, s@o responsdveis por imensos prejuizos econdmicos ao setor avicola,
uma vez que produtos como carne de frango e ovos sdo apontados como a principal
fonte desse patégeno em surtos de salmonelose humana. Perdas econdmicas na
avicultura também estdo relacionadas a infeccio em aves jovens devido ao
desenvolvimento de doencga clinica e ao aumento da mortalidade. A patogenicidade de
Salmonella é considerada complexa e multifatorial necessitando de estudos que possam
esclarecer a interacdo entre patégeno e hospedeiro. O presente trabalho teve por
objetivo avaliar a viruléncia de 130 isolados de S. Enteritidis e 70 de S. Typhimurium,
inoculadas em pintos de um dia de idade através do estabelecimento de um indice de
patogenicidade. Para cada cepa, foram utilizados 10 pintos comerciais da linhagem
Cobb provenientes de matrizes de corte com idade superior a 58 semanas. As aves
foram inoculadas com 0,2 mL de uma solu¢do contendo aproximadamente 2x10° UFC
de S. Enteritidis ou S. Typhimurium, através da via intraperitoneal. A mortalidade e a
presenca de lesdes associadas a septicemia foram observadas diariamente durante sete
dias. As aves encontradas mortas durante esse periodo foram necropsiadas e observadas
quanto a presenca de aerossaculite (A), perihepatite (Ph), pericardite (Pc), peritonite
(Pt), onfalite (O) e celulite (C). Para cada lesdo foi atribuido o valor de “0,833” se
presente e o valor “0” quando ausente. Animais mortos nas primeiras 24 horas pos-
desafio receberam a pontuacdo 10, o que representa o indice maximo. Do segundo ao
sétimo dia, houve uma diminui¢do proporcional da pontuagdo no tempo de morte (TM)
a cada dia em que o animal sobrevivia. O célculo do indice de patogenicidade de cada
pintinho inoculado (IP) obedeceu a seguinte férmula: IP = (TMx5) + A + Ph + Pc + Pt +
O + C. Para obtencdo do IP de cada amostra foi realizada a média do IP obtido com as
10 aves inoculadas. A partir dos resultados do trabalho, foi possivel atribuir um valor de
patogenicidade a cada uma das cepas permitindo classificd-las em grupos de baixa,
intermedidria e de alta patogenicidade. Os sorotipos analisados neste estudo ndo
diferiram na capacidade de induzir a formacdo de lesdes septicEémicas e elevada
mortalidade. Desta forma conclui-se que, tanto S. Enteritidis quanto S. Typhimurium,
sdo potencialmente capazes de causar doenga clinica e mortalidade de forma semelhante
aos sorovares adaptados as aves.

Palavras-chave: salmonelose, inoculacio, viruléncia, aves.



ABSTRACT

Bacterials of the Salmonella genus, particularly Salmonella (S.) Enteritidis and
S. Typhimurium, are responsible for serious economic loss on the poultry industry, once
eggs and meat chicken are the principle sources of the pathogens on outbreak of
salmonellosis in human. Economic loss on the poultry industry, also is related infection
in young chicks due to development clinical disease and increased mortality. The
pathogenicity of Salmonella is complex and multifactorial which requires studies that
elucidate the interaction between pathogen and host. The present study, was conducted
to evaluate the virulence of 130 isolate of S. Enteritidis and 70 of S. Typhimurium,
inoculated in 01 day old chicks, through establishment of one index of pathogenicity.
For each strain was used 10 commercial lineage Cobb chicks older than 58 weeks old.
Chickens were inoculated with 0,2 mL containing approximately 2 x 10° CFU of S.
Enteritidis or S. Typhimurium by route intraperitoneal. Mortality and lesions associated
septicemia were observed daily for seven days. Dead chicks during this period were
necropsied and observed as the presence of airsaculitis (A), perihepatitis (Ph),
pericarditis (Pc), peritonitis (Pt), omphalitis (O) and cellulitis. For each lesion was
attributed the value “0,833” when present and “0”when absent. Dead animals on first
24 hours post-challenge received the punctuation 10. The second to seventh day, there
was a proporcional decrease of punctuation on time of death (TM) each day that the
chickens survived. The calculation of the index of pathogenicity obeyed the following
formula: IP = (TMx5) + A + Ph + Pc + Pt + O + C. For obtainment IP of each strain
was realized the average IP obtained with 10 inculated chickens. Based on results this
study, was possible to assign a value of pathogenicity for each isolated allowing to
classify them on groups of low, intermediate and high pathogenicity. The sorovars
analyzed did not differ on ability to induce septicemic lesions and high mortality.
Therefore it is concluded that, such S. Enteritidis as S. Typhimurium, are potencially
capable to cause clinical disease and mortality similar to serotypes poultry adapted.

Key words: salmonellosis, inoculation, virulence, chickens.
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1 INTRODUCAO

Desde 2004, o Brasil mantém o posto de maior exportador mundial de carne de
frango, atingindo a marca histérica de 3,942 milhdes de toneladas em 2011 embarcadas
para mais de 150 paises. Nesse mesmo ano, a producdo brasileira atingiu o recorde de
13,058 milhdes de toneladas, garantindo a posicdo de terceiro maior produtor mundial,
somente superada pelos Estados Unidos e pela China (UBABEF, 2012).

Em 2012, o setor avicola nacional enfrentou uma série de dificuldades devido a
alta no preco do milho e a escassez de soja. Em consequéncia disso, houve uma redugdo
de 3,17% da producgdo de carne de frango em relacdo ao ano anterior. Uma queda de
0,62% também foi registrada nas exportacoes que alcancaram 3,918 milhOes de
toneladas em 2012. No entanto, mesmo frente a esses desafios, o Brasil manteve a
posicdo de maior exportador mundial e terceiro maior produtor de carne do frango
(UBABEF, 2013).

Para alcancar esses elevados indices, a avicultura brasileira apresentou através
dos anos elevado desenvolvimento industrial e alteragdo das caracteristicas de producao.
Dessa forma, por exemplo, houve um aumento do nimero de animais por metro
quadrado. Entretanto, a elevada densidade e consequente proximidade das aves nos
galpdes proporcionam condi¢des ideais para multiplicacdo e para a disseminacdo de
patogenos (ANDREATTI FILHO, 2007a). Dentre esses, a Salmonella representa um
importante problema na produ¢do mundial, tanto para a saide animal quanto pelo risco
a saide publica. Bactérias do género Salmonella estio entre os principais agentes
etiol6gicos de doencas transmitidas por alimentos em todo mundo. Alimentos de origem
animal, especialmente produtos avicolas, tém sido frequentemente envolvidos em surtos
de salmonelose em humanos (BAIj et al., 2001). A oferta de alimentos seguros a
populacdo contitui-se em um relevante desafio a ser alcancado pela industria avicola.

A presenca de Salmonella deve ser considerada nao apenas pelo risco a saide
publica, mas também pelo potencial patogénico em aves jovens. Enteropatias pré e
neonatais podem gerar prejuizos a mucosa intestinal e baixos indices de producao em
aves adultas (ITO et al., 2007).

Nesse sentido, o0 Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA)
instituiu o Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) através da Portaria n° 193
de setembro de 1994 (BRASIL, 1994), e o Programa de Redugdo de Patégenos

(BRASIL, 2003) visando garantir a inocuidade dos alimentos fornecidos a populagao e
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manter a sanidade dos planteis avicolas. Baseados nesses programas diversos estudos
tém sido conduzidos na tentativa de esclarecer os fatores de viruléncia associados a
patogenicidade da Salmonella. No entanto, esse conhecimento ainda ¢ insuficiente para
explicar a complexa interacdo entre a bactéria e o hospedeiro infectado (MARCUS et
al., 2000).

Atualmente o Centro de Diagndstico e Pesquisa em Patologia Avidria (CDPA)
desenvolve uma linha de pesquisa que relaciona a patogenicidade in vivo e a presenca
de genes associados a viruléncia em diferentes espécies de bactérias. Nessa mesma linha
de pesquisa, SOUZA (2010) desenvolveu um trabalho com amostras de Escherichia
coli em que a caracterizacdo de genes associados a viruléncia e a sua expressao in vivo
possibilitaram classificar a patogenicidade de diferentes cepas através da utilizagcdo de
inteligéncia artificial.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a viruléncia de 200 de amostras de
Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium, inoculadas em pintos de um dia de
idade, e estabelecer um célculo que expresse o indice de patogenicidade dessas
amostras. A partir dos dados gerados nesse trabalho, objetiva-se relacionar os dados de
inoculac@o obtidos com o perfil genético de cada cepa e elaborar modelos matematicos

preditivos sem recorrer aos estudos in vivo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O género Salmonella

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriacea e consiste de bacilos
curtos, gram-negativos, anaerdbicos facultativos e ndo formadores de esporos. Em sua
grande maioria sao modveis com flagelos peritriquios, exceto Salmonella Pullorum (S.
Pullorum) e Salmonella Gallinarum (S. Gallinarum). Crescem em caldos simples e
meios seletivos para enterobactérias a uma temperatura 6tima de 37° C, entretanto,
suportam variagdes entre 5 e 45° C. Sdo produtoras de gés sulfidrico (H,S) e positivas
para o teste de catalase, porém negativas no teste da oxidase, urease, indol e Voges
Proskauer (VP). Fermentam glicose, manitol, xilose, dulcitol, ornitina, lisina, vermelho
metila e citrato, mas ndo fermentam lactose, sacarose, malonato ou salicina. (BACK,
2004; GAST, 2008).

Baseado em estudos moleculares, o gé€nero foi dividido em duas espécies:
Salmonella (S.) enterica e S. bongori. A S. enterica, por sua vez, é subdividida em seis
subespécies designadas por nimeros romanos: enterica (1), salamae (11), arizonae (111a),
diarizonae (11Ib), houtenae (IV e VII), e indica (VI). Sorovares pertencente a S. enterica
IT a VII e S. bongori sdo frequentemente encontrados em animais de sangue frio,
enquanto sorovares da S. enterica subespécie I estdo associados a mamiferos e aves, e
correspondem a 99,5% dos sorotipos comumente isolados (GRIMONT, WEILL, 2007).
Devido a identificacdo completa ser muito longa, os nomes das espécies e subespécies
ndo sdo indicados, sendo descrito apenas o género e o sorovar, por exemplo, Salmonella
enterica subespécie enterica sorotipo Typhimurium, escreve-se Salmonella
Typhimurium (BRENNER et al, 2000; POPOFF; LE MINOR, 1997).

Segundo o esquema classificatério de Kauffmann-White, existem mais de 2500
sorotipos (sorovares) de Salmonella. A classificagdo tem como base a composicao
antigénica das mesmas em relacdo aos seus antigenos somaticos (O), flagelares (H) e
ocasionalmente capsular (Vi), o qual estd presente apenas nos sorotipos S. Typhi, S.
Paratyphi e S. Dublin (FERREIRA, CAMPOS, 2008; OLIVEIRA, 2012). Os antigenos
O sdo designados por nimeros ardbicos e permitem classificar a Salmonella em grupos
sorolégicos denominados por letras do alfabeto como A, B, C; e D; (POPOFF; LE
MINOR, 1997).

Para uma classificacdo mais detalhada, pode ser realizada a diferenciacido dentro
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do sorotipo através da técnica de fagotipagem, estabelecendo sistemas de tipificacao.
Dessa forma, € possivel identificar o predominio de fagotipos em uma determinada

regido, sobretudo para cepas envolvidas em surtos de salmonelose em humanos

(OCHOA, RODRIGUEZ, 2005).

2.2 Importancia em satide publica

A Salmonella permanece entre o0s principais agentes responsdveis por
toxinfec¢Oes alimentares em diversos paises (GAST, 2008). Sua ampla distribuicdo na
natureza esta relacionada ao fato dessa bactéria utilizar o trato intestinal de homens e
animais como reservatorio natural levando a uma grande disseminag¢do do patégeno
através das fezes (LANDGRAF; FRANCO, 1996). Grande parte dos sorotipos desse
género sao patogénicos ao homem podendo causar uma ampla variedade de sintomas
que incluem desde infeccdo gastrointestinal até casos graves de septicemia (DARWIN;
MILLER, 1999; VIDAL et al., 2003). A gravidade da doenca ird depender de fatores
como dose, sorovar envolvido, idade e resposta imune do hospedeiro (TURNBULL,
1979; JONES; FALKOW, 1996). Por essa razdo, idosos, criangas € pessoas
imunocomprometidas podem evoluir para casos mais sérios, devido a menor resisténcia
a infec¢des (PINTO et al., 2004).

A transmissdo da doenca ocorre principalmente apds a ingestdo de alimentos
contendo células vidveis da bactéria (HIRSH, 2004). Embora frutas e vegetais tenham
sido associados a surtos de salmonelose, produtos de origem animal sdo a principal
fonte de contaminagio, especialmente carne de frango, ovos e derivados (CHAI et al.,
2012). Em geral, os surtos estdo relacionados ao consumo desses alimentos preparados
de forma inadequada ou através de contaminacdo cruzada (CRUMP et al., 2002;
REZENDE et al., 2005). A contaminacdo de carcacas pode ocorrer pela presenca da
Salmonella no ambiente de criacdo das aves ou durante processo de abate, mesmo
quando medidas de boas praticas de higiene e de processamento sdo seguidas
(ALMEIDA et al, 1993). Em relagdo aos ovos, na maior parte das vezes, a
contaminac¢do ocorre pelo contato da casca com a bactéria excretada pelas fezes, a qual
alcanca o interior do ovo através de fissuras na parede ou no momento da remocao de
seu contetido. Por outro lado, algumas cepas de S. Enteritidis e S. Typhimurium t€m a
capacidade de colonizar o trato reprodutivo da galinha permitindo que a bactéria seja

eliminada diretamente no conteido do ovo (HUMPHREY, 2004).



15

A presenca desse micro-organismo em alimentos representa um importante
custo, tanto para paises desenvolvidos quanto para aqueles em desenvolvimento. A cada
ano, cerca de 93,8 milhdes de casos de gastroenteritis sdo causados por espécies de
Salmonella em todo mundo, resultando em 155.000 mortes (MAJOWICZ et al., 2010).
De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) dos Estados
Unidos, as Salmonella sdo responsiveis por mais de um milhdo de toxinfec¢des
alimentares anualmente, totalizando 15.000 hospitalizacdes e mais de 350 mortes
naquele pais (VOETSCH et al., 2004; SCALLAN et al., 2011). Custos anuais estimados
nos Estados Unidos em decorréncia das salmoneloses ultrapassam um bilhdo de ddlares,
devido a despesas médicas, auséncias no trabalho e a queda na produtividade (TAITT et
al., 2004).

No Brasil, durante o periodo de 1999 a 2009, ocorreram 6.349 surtos de doengas
transmitidas por alimentos envolvendo 123.917 pessoas. Em apenas metade dos casos, o
agente etiologico foi identificado sendo a Salmonella o mais prevalente. Dentre os
alimentos envolvidos, ovos crus ou mal cozidos constam em primeiro lugar (BRASIL,
2009). Da mesma forma, dados do Centro Estadual de Vigilancia em Saude (CEVS) do
Rio Grande do Sul apontam a Salmonella como o agente prevalente em surtos
reportados entre 1999 e 2007, sendo o sorotipo S. Enteritidis o mais isolado
(FIGUEIREDO, 2008).

O sorovar S. Enteritidis € mais comum entre as enfermidades de origem
alimentar em diversos paises e tem demonstrado um aumento nos ultimos anos, apesar
da implementacdo de programas de erradicacdo e de medidas de controle (POPPE,
1994; BRADEN, 2006; MARTINEZ et al., 2008). A maior parte dos surtos envolvendo
esse sorovar estdo relacionados ao consumo de ovos contaminados por infec¢do
transovariana (BRADEN, 2006). No entanto, a presenca de S. Enteritidis em produtos
carneos também apresenta grande importancia na disseminac¢ao do patégeno e nao deve
ser ignorada.

No Brasil, diversos estudos demonstram a maior prevaléncia de S. Enteritidis em
produtos avicolas. Um estudo realizado em Sdo Paulo pesquisou a presenca da bactéria
em 150 carcagas de frango congeladas provenientes de diferentes marcas comerciais. O
percentual médio de contaminacdo observado foi de 32%, com predominancia do
sorotipo S. Enteritidis (SANTOS et al., 2000). Rezende e colaboradores (2005) isolaram
o agente em 19,8% das 96 carcacas de frango pesquisadas em abatedouro no estado de

Goias, sendo novamente S. Enteritidis o sorovar mais encontrado. Alcocer et al. (2006)
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detectaram o mesmo sorotipo em 18 dos 25 isolados de Salmonella oriundos de
carcagas de frango comercializadas no Parand. Resultados semelhantes foram obtidos
em estudo realizado no Rio Grande do Sul, o qual identificou S. Enteritidis em 10 dos
13 isolados de Salmonella encontradas em produtos de frango (BAU, 2001).

A erradicacdo da Salmonella na cadeia alimentar é pouco provdvel, visto que
estes micro-organismos possuem uma efetiva habilidade de adaptacdo as mudancas
ambientais. Entretanto, a investigacdo da resposta de Salmonella frente a diferentes
fatores estressantes pode contribuir para melhoria das estratégias de intervencdes

auxiliando consumidores e produtores de alimentos (HUMPHREY, 2004).

2.3 Patogénese da infeccao na ave

Grande parte das salmoneloses sdo adquiridas através da ingestdo de alimentos
ou dgua contaminadas. Na doenca sistémica, apds ser ingerida, a bactéria sobrevive ao
pH écido do estdmago e compete com a flora intestinal normal pela disponibilidade das
células-alvo (DARWIN; MILLER; 1999). Posteriormente, a Salmonella invade as
células M (células epiteliais especializadas), coloniza as placas de Peyer no intestino
delgado e ganha acesso ao tecido linfoide associado ao intestino (MARCUS et al.,
2000). A partir dai, a bactéria sobrevive e replica-se em células fagociticas, as quais
servem como veiculo para alcangar os nddulos linfaticos mesentéricos de onde sdo
transportadas ao figado e ao bago (RAUPACH; KAUFMANN, 2001). A interacio da
Salmonella com o epitélio intestinal resulta em sintomas de diarreia com perda de
eletrélitos e inflamacao localizada na mucosa (HANSEN-WESTER; HENSEL, 2001).
Além disso, a ruptura das células epiteliais infectadas no limen intestinal gera o
enfraquecimento dos vilos com consequente perda da superficie absortiva (WALLIS;
GALYOV, 2000). Fatores como a quantidade de in6culo bacteriano, a viruléncia da
cepa de Salmonella e a capacidade da resposta imune do hospedeiro irdo determinar a

severidade da infeccdo (JONES; FALKOW, 1996).
2.4 Fatores relacionados a viruléncia
O mecanismo de patogenicidade da Salmonella inclui diversos fatores de

viruléncia que permitem a bactéria invadir, colonizar, sobreviver, multiplicar-se nas

células do hospedeiro e causar doenca. A supressido de qualquer um desses fatores pode
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resultar em diminuicdo ou perda da viruléncia (SUZUKI, 1994).

Esses fatores s@o codificados por genes de viruléncia que podem estar presentes
em elementos genéticos méveis, como plasmideos, ou em locais especificos do genoma
bacteriano, chamados de ilhas de patogenicidade (VAN ASTEN; VAN DIJK, 2005).

A habilidade da Salmonella em resistir as diferentes condicdes ambientais do
hospedeiro, como por exemplo, pH estomacal, reduzida tensdo de oxigénio, temperatura
elevada e microbiota local, baseia-se na sua capacidade de regular a expressdo de seus
genes de viruléncia em resposta a essas variagdes (OCHOA, RODRIGUEZ, 2005).

A adesdo da Salmonella nas células epiteliais do intestino € mediada por
adesinas e consiste no primeiro passo para ocorréncia da doenca. Essas estruturas
reconhecem e interagem com receptores presentes na célula do organismo pelos quais
possuem tropismo (OCHOA, RODRIGUEZ, 2005). Na Salmonella, existem trés tipos
de adesinas implicadas na sua interacdo com as células alvo: fimbria do tipo I
(codificada pelo genes fim), fimbria plasmidial (codificada pelos genes pef) e a fimbria
polar longa (codificada pelo gene ipf). De um modo geral, essas fimbrias sdo
responsaveis pelo reconhecimento das microvilosidades dos enterdcitos e pela auto-
agregacdo bacteriana (FERREIRA, CAMPQOS, 2008).

Ap6s a adesdo, proteinas envolvidas com a entrada da Salmonella nas células M
(codificadas por genes de invasinas) induzem a formacdo de ondula¢des na membrana
celular. Essas alteragdes levam a um rearranjo do citoesqueleto de actina com emissao
de extensdes celulares (pseudépodos) que envolvem o0 micro-organismo em um
vacuolo. Dessa forma, a bactéria € interiorizada por um processo de fagocitose induzida.
(HIRSH, 2003; SIRCILI; TRABULSI, 2008). Genes de invasina estdo em localizados
nas ilhas de patogenicidade presentes no genoma da Salmonella (HIRSH, 2003).

Ilhas de patogenicidade (IP) consistem em segmentos de DNA inseridos no
cromossomo da bactéria que apresentam caracteristicas distintas do genoma bacteriano.
Grande parte dos fatores de viruléncia de Salmonella estao agrupados em ilhas de
patogenicidade, chamados Salmonella pathogenicity island (SPI). Entre os sorovares de
interesse veterindrio foram descritas cinco SPI, sendo que dessas, as ilhas SPI-1 e SPI-2
foram melhor estudadas até o momento (VIEIRA, 2009). SPI-1, presente em todos os
sorovares de Salmonella (HENSEL, 2004), codifica proteinas que capacitam a invasao
de células do hospedeiro através do sistema de secrecdo tipo III (SSTT). Esse sistema
funciona como uma espécie de microseringa possibilitando a passagem de proteinas

para o interior da célula intestinal promovendo modificagdes no citoesqueleto e
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arcabouco celular, o que permite a entrada da bactéria (GRASSL; FINLAY, 2008;
RYCHLIK et al., 2009).

Um outro tipo de SSTT € codificado por genes da SPI-2. Essas proteinas
protegem a bactéria, apds ter sido fagocitada, contra os mecanismos de defesa utilizados
por fagdcitos, como por exemplo, intermedidrios reativos de oxigénio (VIEIRA, 2009).

SPI-3 contém genes envolvidos na adaptacdo da Salmonella frente as limita¢des
nutricionais encontradas no interior do fagossomo, incluindo baixas concentragdes de
magnésio, aminodcidos, purinas e pirimidinas (BARROW et al., 2010). SPI-4 codifica
um “Sistema de Secrecdo Tipo I” que secreta proteinas envolvidas na colonizacdo
intestinal (VAN ASTEN; VAN DIK, 2005). Enquanto que SPI-5 parece estar
associada principalmente reacdo inflamatdria e secrecdo fluida na mucosa intestinal
(MARCUS et al, 2000).

Dois tipos de toxinas tém sido reportadas na patogenicidade de salmonelas
paratificas: endo e enterotoxinas (GAST, 2008). A endotoxina estd associada a por¢cao
do lipideo A do lipopolissacarideo (LLPS) presente na parede celular de bactérias gram-
negativas. A interacdo do LPS com o sistema imune leva a uma resposta caracterizada
por febre, vasodilatacdo e ativacdo da resposta inflamatéria. Em alguns casos, apds o
reconhecimento do LPS pelo sistema imune inato, ocorre uma producdo exagerada de
citocinas levando a colapso cardiovascular, alteragcdo hemodinamica, septicemia e morte
(PIAZZA et al., 2008).

Membros do género Salmonella secretam uma enterotoxina chamada Stn
(Salmonella enterotoxin) a qual é liberada no limen intestinal, resultando em grande
perda de 4dgua e eletrdlitos pelas células intestinais. Essa enterotoxina € similar a toxina
do Vibrio Cholerae e a enterotoxina termolabil de Escherichia Coli. No entanto, sua
funcdo na produgdo de diarreia ndo estd bem esclarecida (HIRSH, 2004).

Outro fator relacionado a patogenicidade de Salmonella é a presenca de
plasmideos no citoplasma, chamados Salmonella virulence plasmid (Spv), encontrados
em sorovares com potencial para produzir doenca sist€mica, como S. Enteritidis e S.
Typhimurium. Genes presentes nesses plasmideos sdo necessarios a sobrevivéncia da
bactéria em ambientes com restricdo de nutrientes e pH dcido, bem como resisténcia no
interior de fagdcitos sendo importantes na salmonelose sisttmica (BERCHIERI

JUNIOR, FREITAS NETO, 2009).
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2.5 Salmonelose nas aves

Infecgdes avidrias por Salmonella geram custos associados aos gastos com
medicamentos, perda de animais e reducdo no potencial produtivo. Por tratar-se de
importante problema sanitario, restringem o comércio de aves e de subprodutos em todo
mundo. Embora seja dificil calcular esse custo, sabe-se que infe¢des por Salmonella
acarretam em enormes prejuizos econdmicos (ZANCAN, 1998).

Nas aves, as salmoneloses podem ser classificadas em trés enfermidades
distintas: pulorose, tifo e paratifo aviario. A pulorose, causada por Salmonella Pullorum,
€ considerada uma doenca de aves jovens e pode ocasionar elevada mortalidade. Nao é
comum observar a doenca em aves adultas (BERCHIERI J UN IOR; OLIVEIRA, 2007).
A disseminacdo pode ocorrer por meio de cama, dgua e alimentos contaminados,
entretanto, a transmissdo transovariana € a mais importante perpetuando o agente por
muitas geracdes. Em geral, as aves apresentam sonoléncia, amontoamento, dispneia,
perda de apetite, asas caidas, retardo no crescimento e diarreia esbranquicada aderida as
penas proximas a cloaca. O pico de mortalidade ocorre entre a segunda e terceira
semana pos-eclosdo. Aves sobreviventes podem tornar-se portadoras (GAST, 2008;
BERCHIERI JUNIOR, FREITAS NETO, 2009).

S. Gallinarum é o agente do tifo avidrio. A doenca afeta principalmente aves
adultas de fundo de quintal e poedeiras criadas em locais com biosseguridade deficiente.
A via de transmissdo mais comum € a horizontal, mas ocorre também de forma vertical.
Entre os sinais clinicos, chama a atencdo o aumento da mortalidade, anorexia,
prostracdo e fezes de coloracdo amarelo-esverdeada. Na necropsia, geralmente as aves
apresentam figado com focos de necrose e coloracdo bronze-esverdeada, peritonite,
pericardite e enterite (BACK, 2004). Tanto a S. Pullorum quanto a S. Gallinarum sdo
especificas das aves e ndo representam risco a saide publica (ANDREATTI FILHO,
2007b).

Salmonelose paratifica, ou paratifo aviario, refere-se a infec¢do pelos demais
sorovares de Salmonella enterica subespécie enterica, com excecdo de S. Pullorum, S.
Gallinarum e S. arizonae (BACK, 2004). Geralmente, esses sorotipos colonizam o trato
intestinal das aves sem causar alteragdes clinicas, visto que nio sdo especificos de aves.
No entanto, conseguem persistir no intestino e, consequentemente, contaminar ovos €

carcacas (ANDREATTI FILHO, 2007b).
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2.5.1 Paratifo aviario

Como citado anteriormente, qualquer sorovar pertencente ao género Salmonella
pode estar envolvido na etiologia do paratifo avidrio, exceto S. Pullorum, S. Gallinarum
e S. arizonae (BACK, 2004).

Salmonelas paratificas estdo distribuidas mundialmente, presente em
praticamente todos os paises com producdo avicola. A prevaléncia dos sorovares de
Salmonella em aves varia em diferentes regides geograficas e com o tempo. Entre os
anos 1968 e 1973, no Reino Unido, S. Typhimurium representou mais de 40% dos
isolamentos em aves, seguido por S. Enteritidis com 6%. Apds 1980, S. Enteritidis
fagotipo 4 (FT4) emergiu como sorovar predominante, excedendo os isolamentos de S.
Typhimurium (BARROW et al., 2010). No Brasil, S. Enteritidis e S. Typhimurium
também compreendem os sorovares mais comumente isolados de salmoneloses
paratificas, seguidos por S. Agona, S. Heidelberg, S. Hadar, e S. Mbandaka
(BERCHIERI JIjNIOR, FREITAS NETO, 2009). Em geral, € possivel observar uma
similaridade entre a distribui¢do dos diferentes sorovares de Salmonella detectados em
aves com aqueles identificados em alimentos € humanos (GAST, 2008).

Salmonella pode ser isolada de uma ampla variedade de espécies incluindo
mamiferos, aves, insetos e répteis. A infeccdo por esse agente em animais domésticos
pode resultar em estado de portador assintomdtico servindo como fonte de
contaminagdo para diferentes espécies, entre elas as aves (QUINN et al., 2005).

A transmissdo pode ocorrer tanto por via vertical quanto horizontal.
Transmissao vertical deve-se a contaminag¢do do ovo no trato reprodutivo da galinha,
seja no ovario, no oviduto ou no momento da postura, através da passagem pela cloaca e
contato com fezes contaminadas. Em geral, apenas sorovares mais adaptados as aves,
como S. Enteritidis e S. Typhimurium t€m a habilidade de invadir tecidos, além do trato
intestinal, contaminando os ovos durante a sua formac¢do. (HUMPREY, 2004; SUZUKI,
1994).

A transmissdo horizontal pode ocorrer por diversas formas. Ainda no
incubatdrio, as aves podem contaminar-se com residuos de casca, gema e pintinhos
infectados. A contaminacdo por racdo e seus componentes também tém merecido
importante destaque na introdugdo de Salmonella em granjas avicolas. Diversos vetores
bioldgicos incluindo o homem, animais domésticos e silvestres, roedores e insetos

podem disseminar e manter o agente por longos periodos de tempo no ambiente
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(KOPANIC et al., 1994; McCALLISTER et al, 1994; ANDREATTI FILHO, 2007b).

Galinhas e perus sdo altamente suscetiveis ao agente, no entanto, salmonelas
paratificas ja foram isoladas de outras espécies avidrias como pombos, gansos e
passaros em geral (ANDREATTI FILHO, 2007b; BARROW et al., 2010).

Aves adultas raramente apresentam sinais clinicos ou mortalidade em
decorréncia de infeccdes paratificas. Apds a colonizacdo do intestino, algumas
salmonelas paratificas conseguem invadir o epitélio intestinal e disseminar-se para
vdrios Orgdos internos, incluindo-se figado, baco, ovério, oviduto, e peritonio
(SHIVAPRASAD et al., 1990). Embora a inoculacdo de altas doses de S. Enteritidis
em poedeiras frequentemente possa resultar em disseminagdo sistémica, as aves podem
permanecer clinicamente normais com breves periodos de diarreia leve (GAST, 2008).
Dessa forma, mesmo sem manifestacOes clinicas aparentes, aves maduras podem
permanecer produzindo ovos contaminados e excretando a bactéria nas fezes por longos
periodos (GAST, BEARD, 1990a; GAST, BEARD, 1990b; BACK, 2004).

Paratifo avidrio acomete principalmente aves jovens. Estudos t€ém demonstrado
alta suscetibilidade de pintos recém-nascidos a infecgdes por Salmonella. (GAST;
BEARD, 1989; GORHAM et al., 1994; DESMIDT et al, 1997). A maior
suscetibilidade de aves recém-eclodidas estd relacionada ao fato de apresentarem um
sistema imune imaturo e uma microbiota intestinal ndo formada (BARROW, 1999). A
aquisi¢ao de microflora protetora compete com Salmonella pelos receptores intestinais
permitindo assim o desenvolvimento de resisténcia a bactéria (STAVIRIC et al., 1987).

Geralmente, infec¢des paratificas em pintinhos envolvem trés estidgios. Apods a
ingestdao ocorre a aderéncia da bactéria a mucosa intestinal resultando em persistente
excrecao através das fezes (GAST, 2008). O segundo passo envolve a invasdo do trato
gastrintestinal e multiplicacdo da Salmonella em fagdcitos, o que pode prover acesso a
circulacdo sanguinea e eventual disseminacdo para varios 6rgdos (BARROW et al.,
1987). Na ultima etapa, ocasionalmente, ocorre extensiva bacteremia levando a alta
mortalidade (GAST, 2008).

Na maior parte das vezes, os sinais clinicos do paratifo avidrio estdo presentes
apenas em aves jovens e sao semelhantes aqueles causados na pulorose, no tifo avidrio
ou em qualquer outra doenca bacteriana que cause septicemia aguda (BERCHIERI
JIjNIOR, FREITAS NETO, 2009). Elevada morbidade e mortalidade podem ser
observadas nas duas primeiras semanas de vida com retardo no crescimento e baixo

ganho de peso (DHILLON et al.,, 2001). Os pintinhos apresentam sonoléncia, asas
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caidas, penas arrepiadas, anorexia, amontoamento préximo a fontes de calor, diarreia e
empastamento da cloaca (BACK, 2004).

Em muitos casos, infec¢des paratificas em pintinhos podem desenvolver quadros
agudos de septicemia com elevada mortalidade, porém com pouca ou nenhuma lesio
aparente. Em casos onde a doenca persiste por mais tempo € possivel encontrar enterite
severa acompanhada de focos necrdticos na mucosa intestinal, cecos com contetido
caseoso, baco e figado aumentados, congestos e com pontos necréticos (BERCHIERI
JUNIOR, FREITAS NETO, 2009). O’Brien (1988) e Rampling et al. (1989) relatam a
presenca de pericardite, figado com pontos necréticos e saco da gema coagulado e ndo
absorvido ap6s infec¢ao natural por S. Enteritidis em pintos com duas semanas de idade.
Segundo Gast (2008), hepatite e peritonite fibrinopurulenta, onfalite, tiflite serosa,
aerossaculite, pneumonia, panoftalmia, artrite purulenta e rins aumentados e congestos

sdo ocasionalmente observadas.

2.6 Patogenicidade de S. Enteritidis e S. Typhimurium em aves jovens

A habilidade em causar lesdes em aves pode diferir amplamente entre as cepas
de salmonelas paratificas, resultando em disparidades na frequéncia em que causam
mortalidade e doenca clinica em aves jovens (GAST, 2008). Estudos experimentais
demonstram que infec¢Oes causadas tanto por S. Enteritidis quanto S. Typhimurium, na
primeira semana de vida das aves, estdo associadas a elevadas taxas de mortalidade e
maior severidade das lesdes, sendo observada a colonizagcdo do trato gastrintestinal e
infeccdo de oOrgaos viscerais (GAST; BEARD, 1989; GORHAM et al., 1994;
DESMIDT et al., 1997).

Salmonelose sistémica em aves geralmente sdo caracterizadas através de estudos
de morbidade e mortalidade seguindo a inoculagdo oral de diferentes sorotipos
(BARROW et al., 1999). Variacdes na patogenicidade podem ser observadas também
entre os fagotipos de um determinado sorovar ou ainda entre isolados do mesmo
fagotipo (GAST, 2008). Diferencas na patogenicidade entre vdrios fagotipos de S.
Enteritidis tém sido amplamente investigadas.

Barrow (1991) observou considerdvel variacdo na viruléncia dos fagotipos (FT)
4, 6, 8 e 13a de S. Enteritidis através da inoculacio oral de 10® Unidades Formadoras de
Colonia (UFC) em pintinhos recém-nascidos. O percentual de mortalidade variou de

96% para o FT4 a 20% produzida pelo FT'13a. As aves apresentaram saco da gema nao
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absorvido e uma poliserosite evidente, incluindo pericardite e perihepatite, quando foi
observada elevada mortalidade com a inocula¢do de duas cepas do fagotipo FT4.

Diferencas na viruléncia de isolados classificados dentro dos fagotipos FT 4, SA
e 8 de S. Enteritidis também foram reportadas por Dhillon et al. (2001) apds inoculagao
oral de aves Specific-pathogen-free (SPF) de um dia de idade com in6culo contendo 10°
UFC de Salmonella. Mortalidade entre 15 e 7% foram observadas para os fagotipos FT
5A e FT 4. Entre as lesdes macroscépicas, destacaram-se severa inflamagao do saco da
gema, perihepatite, pericardite, peritonite, aerossaculite e pneumonia induzidas por
isolados dos fagotipos FT 4 e FT 8.

Akhtar e colaboradores (2011) demonstraram que isolados de S. Enteritidis FT
3A e 35 podem causar leve a moderada patogenicidade em pintos SPF de um dia de
1dade quando inoculados por via oral. Neste trabalho, o ganho de peso nao foi afetado,
entretanto, a mortalidade variou entre 10 e 5%, respectivamente. As lesdes encontradas
na necropsia incluiram presenca de fibrina no figado e coracdo, aumento dos rins,
esplenite e saco da gema ndo absorvido demonstrando o potencial desses isolados em
causar doenca clinica e infec¢do sist€mica.

Ainda que mecanismos importantes de viruléncia possam estar presentes mais
frequentemente em alguns fagotipos do que em outros, nem todos os isolados de um
particular fagotipo expressam esses atributos. Em estudo conduzido por Gast e Benson
(1995), aves SPF foram inoculadas oralmente com a dose de 10® UFC de diferentes
amostras do FT 4 e outros fagotipos frequentemente isolados nos Estados Unidos (tais
como FT 8, 13a, e 14b). A frequéncia com que as aves apresentaram sinais severos de
doenca e mortalidade foi significativamente maior com o fagotipo 4. No entanto,
alteracdes relevantes na viruléncia também foram observadas entre os isolados do
mesmo fagotipo.

VariacOes na patogenicidade de diferentes sorovares de Salmonella foram
investigadas por Roy e colaboradores (2001) em pintos SPF de um dia de idade
oralmente infectados com 10’ UFC de Salmonella. Entre os sorotipos avaliados (S.
Pullorum, S. Typhimurium, S. Heidelberg, S. Hadar, S. Montevideo, S. Kentuchy e S.
Enteritidis), o sorovar S. Pullorum apresentou a maior taxa de mortalidade (66,66%),
seguido por S. Typhimurium (33,33%), S. Heidelberg (12,5%) e S. Enteritidis FT 4
(8,3%). Esses mesmos sorovares, foram os principais responsaveis por induzir lesoes
como peritonite, perihepatite, onfalite, tiflite, pneumonia e enterite nos animais.

Alguns autores classificam as lesdes septicémicas em leves, moderadas e severas
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apos observar alteragdes em 6rgaos internos como figado, coragdo, pulmdes, intestino e
saco da gema (DHILLON et al., 2001; ROY et al.,, 2001). No entanto, os critérios
utilizados para essa classificagao ndo sao claros.

Embora a via oral seja amplamente utilizada por mimetizar a rota de infecgdo
natural, diferencas na viruléncia parecem ser independentes da via de inoculacdo
(GAST, 2008). Em geral, é aceito que trés fatores interferem na viruléncia de
Samonella: capacidade de adesdo aos enterdcitos, invasao através da mucosa intestinal e
sobrevivéncia intracelular. Teoricamente, a via parenteral ndo serviria para testar os dois
primeiros fatores, ao contrdrio da via oral. No entanto, Millemann e colaboradores
(2005) demonstraram que o modelo intravenoso levou a mesma classificacdo na
viruléncia de isolados de S. Typhimurium do que o modelo oral, com a vantagem de
apresentar uma resposta mais rapida.

Em outros estudos, a via intramuscular tem sido usada para determinar a dose
letal para 50% dos animais inoculados (DL50). Este modelo foi utilizado por Guillot et
al. (1995) para comparar a suscetibilidade de diferentes linhagens avicolas apds
inoculagdo oral e intramuscular de S. Enteritidis FT4 em aves com idade de um dia. Os
resultados do desafio intramuscular mostraram a mesma posi¢do das linhagens para
mortalidade e presenca de Salmonella spp. em O6rgdos internos, tais como aqueles
obtidos apds inoculagdo oral.

Barrow (1991) também utilizou a via intramuscular para o cdlculo da DL50
desses isolados ao analisar a viruléncia dos FT 4, 6, 8 e 13a de S. Enteritidis em
pintinhos recém-nascidos infectados por via oral. . Dessa forma, o autor verificou que a
cepa do FT 13a foi menos patogénica em ambas as vias de inoculacdo, o que pode estar
relacionado a menor capacidade desse isolado em multiplicar-se nos tecidos apds
inoculagdo por via parenteral.

Em estudo conduzido por Martins (2010), a patogenicidade de nove cepas de S.
Typhimurium foi testada em pintos SPF de um dia através da inoculacdo de 10° a 10°
UFC de Salmonella pelas vias oral e subcutanea. Observou-se que a infeccdo por via
subcutdnea provocou maior mortalidade nos pintinhos, entretanto, a amostra mais
patogénica manteve a mesma discriminacao entre os dois modelos estudados.

Por conseguinte, os modelos in vivo utilizando pintos de um dia de idade variam
quanto ao numero de animais inoculados, tempo de observagdo, via de inoculagdo,
presenca de lesdes e mortalidade, mas ndo diferenciam as cepas de Salmonella

individualmente em escores de acordo com a patogenicidade apresentada. Essa
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classificacdo € frequentemente utilizada em testes que avaliam a patogenicidade de
Eschericia coli em aves. Souza (2006) desenvolveu um teste de avaliacdo da
patogenicidade de Eschericia coli em pintinhos de um dia, com inoculacio de 10® UFC
por via subcutanea. As aves foram observadas por sete dias quanto a presenga de lesdes
e tempo de mortalidade chegando assim a um escore de zero a dez para cada cepa

inoculada.
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3 MATERIAL E METODO
3.1 Submisséio 2 Comissdo de Etica

O projeto de pesquisa foi conduzido mediante aprovacdo prévia pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Pesquisas Veterindrias Desidério
Finamor (IPVDF) - Fundac¢do Estadual de Pesquisa Agropecudria (FEPAGRO).
Protocolo de nimero 23/2012 (ANEXO A).

3.2 Local de estudo

O estudo foi realizado no setor de isolamento avicola do Laboratério de Saude
das Aves do IPVDF localizado no municipio de Eldorado do Sul, no estado do Rio

Grande do Sul.
3.3 Aves

Frangos de corte com um dia de idade da linhagem Cobb obtidos de uma
empresa avicola localizada no sul do Brasil foram utilizados para o experimento. As
aves eram provenientes de matrizes de corte comerciais imunizadas contra S. Enteritidis
com a vacina inativada Salenvac® (Laboratério MSD - Saidde Animal), por via
intramuscular, nas idades de 14 e 20 semanas. Desta forma, optou-se pela aquisi¢do de
aves provenientes de lotes de matrizes a partir de 58 semanas de idade.

As aves foram mantidas em ambiente aquecido a 32° C, de acordo com a zona
de conforto térmico para idade, e alojadas em caixas isoladas com as seguintes
dimensdes: 30 cm de comprimento x 55 cm de altura x 35 cm de largura. Agua potavel
e ragdo comercial livre de antibidticos eram fornecidas ad libitum. Amostras da ra¢do
comercial utilizada no estudo foram analisadas quanto a presenca de aflatoxina através
do teste de ELISA (Enzyme — Linked Immunosorbent Assay). Foi constatado um nivel

médio de 6,65 ppb (partes por bilhao) na raciao durante o periodo de criagdo das aves.
3.4 Amostras bacterianas

Foram utilizadas 130 cepas de Salmonella Enteritidis e 70 cepas de Salmonella
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Typhimurium de origem avidria pertencentes a bacterioteca do Centro de Diagndstico e
Pesquisa em Patologia Avidria (CDPA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) e do Laboratério de Saude das Aves do IPVDF. As amostras estavam
estocadas em glicerol a 25% e conservadas sob congelamento a -70°C. Testes
bioquimicos (Agar Triplice Agticar Ferro, meio Motilidade Indol Sulfeto, Agar Lisina
Ferro e caldo ureia) foram realizados para confirmar que todos os isolados eram
Salmonella. O sorovar de cada amostra, assim como a sua origem e identificacdo

constam no APENDICE A.

3.5 Preparo do inéculo

Os micro-organismos foram descongelados e cultivados overnight em caldo
Brain-Heart Infusion (BHI - Oxoid®) a 37° C. Posteriormente, as amostras foram
semeadas em Agar Xylose-Lisina-Desoxycolato (XLD - Ox0id®) e incubadas a 37° C
por 24 horas. Trés colonias de cada cepa foram selecionadas e transferidas para 10 mL
de caldo BHI e incubadas a 37° C por 24 horas para obtencdo de culturas contendo

aproximadamente 10° UFC / mL.

3.6 Determinacio das curvas de crescimento

Para estimar a concentracdo de células bacterianas em cada cultura, foi
estabelecida a correlacdo entre as leituras de absorbancia e a curva de crescimento
bacteriano de trés cepas de S. Enteritidis (SE ATCC 13076, SE 86 IPV e 223 LSA) e
duas cepas de S. Typhimurium (28 CDPA e 96 LSA) através da contagem em placa ao
longo de 24 horas. Quatro coldnias caracteristicas e isoladas em Agar XLD, de cada
uma das amostras, foram transferidas para um frasco erlenmeyer estéril contendo 40 mL
de caldo BHI. A cada quatro horas, 3 mL foram retirados para medi¢do da massa celular
em espectrofotdmetro (SP22, Bioespectro), com comprimento de onda de 600nm, e 1
mL para realizagdo das diluicdes seriadas em solugdo salina estéril a 0,85%. A
quantificagdo de UFC/mL foi realizada através do método da gota, segundo MILES e
MISRA (1938). Cinco gotas (20 pL) das diluicdes a serem quantificadas foram
colocadas sobre a superficie de Agar Nutriente (Ox0id®), deixadas para secar em
camara de fluxo laminar e, posteriormente, incubadas a 37° C por 18 horas. As

medi¢des foram realizadas durante o periodo de 24 horas de incubacdo a 37° C para
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cada amostra. As colonias foram contadas e expressas em UFC / mL.

3.7 Delineamento experimental

Cada amostra foi inoculada em um grupo de aves formado por 10 pintinhos de
frango de corte com 01 dia de idade. Foram realizadas seis baterias de inoculacdo em
que foram testadas entre 32 e 35 cepas, acompanhadas de um grupo controle negativo
de 10 animais. Apds a recepcdo e o alojamento em cada bateria, 10 aves eram
selecionadas aleatoriamente a fim de se detectar o titulo de anticorpos para Salmonella
Enteritidis através do teste de ELISA e para a pesquisa de Salmonella spp. através de
1solamento bacteriano convencional (BORSOI et al., 2009). Apds a coleta de 2 mL de
sangue através de puncdo cardiaca, as aves foram eutanasiadas por meio de
desarticulacdo cervical. Amostras de figado e de baco foram coletadas para o
1solamento bacteriano com o intuito de descartar contaminacao prévia dos pintinhos por
Salmonella spp. O Kit de ELISA Salmonella Enteritidis Antibody Test Kit (IDEXX SE

— Laboratories, Inc. Westbrook, USA) foi utilizado para os testes sorolégicos.

3.8 Inoculacao

Os pintinhos com 01 dia de idade foram inoculados com uma solugédo de 0,2 mL
de cada cepa, contendo aproximadamente 2 x 10° UFC de Salmonella Enteritidis ou de
Salmonella Typhimurium. As aves foram inoculadas por via intraperitoneal, na por¢ao
abdominal esquerda. O grupo controle negativo foi inoculado através da mesma via com

0,2 mL de solucao salina 0,85% estéril.

3.9 Observacao dos animais

O indice de patogenicidade elaborado neste estudo foi baseado no trabalho
desenvolvido por Souza (2006), com algumas modificacdes. Todas as aves foram
observadas durante sete dias consecutivos. Os animais mortos a cada turno eram
retirados da sala de isolamento, necropsiados e avaliados quanto a presenga das
seguintes lesdes: aerossaculite, peritonite, onfalite, perihepatite, pericardite e celulite.

Em razao de ser conferido um peso cinco a presenca das seis lesdes observadas, foi
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atribuido o valor “0,833” quando a lesdo estava presente e o valor “0” quando ausente.
Os animais sobreviventes até o sétimo dia foram eutanasiados por deslocamento
cervical, necropsiados e avaliados conforme explicado anteriormente.

Além dos critérios descritos previamente, o tempo de morte foi utilizado para
determina¢cdo de um indice de patogenicidade seguindo a mesma metodologia descrita
por Souza (2006). Dessa forma, animais mortos nas primeiras 24 horas apds a
inoculagdo receberam a pontuacdo maxima para todos os itens observados totalizando
10, o que representa o indice maximo. Do segundo ao sétimo dia, houve uma
diminui¢do proporcional da pontuacdo, e a correcdo foi calculada da seguinte forma:
dividindo o fator 1 por 7, obtém-se o nimero 0,14 e esse nimero foi subtraido de 1 a
cada dia que o animal sobrevivia. O valor obtido para o tempo de morte foi multiplicado
por cinco para dar um peso cinco vezes maior a mortalidade em comparacdo com as
outras lesdes citadas anteriormente. Este valor de 0,14 foi denominado Fator de
Bonificagdo da Sobrevivéncia (FBS).

O indice de patogenicidade individual foi calculado da seguinte forma:

IPI=(TMx5)+A+Pt+O+Ph+Pc+C

Onde:

IPI = Indice de Patogenicidade Individual
TM = Tempo de Morte

A = Aerossaculite

Pt = Peritonite

O = Onfalite

Ph = Perihepatite

Pc = Pericardite

C= Celulite
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Para calcular o indice de patogenicidade da amostra inoculada em 10 pintinhos,

foi utilizada a seguinte férmula:

IP = X(PI

Onde:

N = niimero de pintos inoculados

No APENDICE B ¢ apresentado um exemplo do comportamento de uma das

cepas de Salmonella Enteritidis quando submetida aos critérios descritos anteriormente.

3.10 Isolamento bacteriano

Foram coletados o figado e o bago de cada ave morta durante o primeiro dia de
observacdo, assim como das aves que sobreviveram até o sétimo dia. O material foi
inoculado em caldo BHI e incubado a 37° C por 24 horas. Apds este periodo, 100 L da
solucdo foram transferidos para 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis e incubados a
42° C por 24 horas. Posteriormente, cada amostra foi plaqueada em Agar XLD e Agar
Verde Brilhante (suplementado com novobiocina a 4%) e incubados novamente por 24
horas a 37° C. Duas colonias caracteristicas de Salmonella foram submetidas a provas
bioquimicas e a reacdo de aglutinacdo com soro polivalente somdtico para Salmonella

(BORSOl et al., 2009).

3.11 Analise Estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente através do software GraphPad
Prism® for Windows, versao 6,03. Nesse programa, os dados foram submetidos a testes
de estatistica ndo paramétrica (teste de Mann-Whitney, Kruskal-Wallis, Qui-Quadrado e

Wilcoxon Signed Rank) em razdo dos dados ndo seguirem uma distribuicdo normal.
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Para formular a equag@o de regressao polinomial foi utilizado o software Stata® versao

12.1.
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4 RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo descritos os valores obtidos para o nimero de células
bacterianas vidveis por mL de meio de cultura ao longo de 24 h de incubacdo a 37°C. A
partir desses dados, observa-se que os isolados SE 86 IPV e 223 CDPA atingiram a
concentracdo maxima de bactérias apds 16 horas de crescimento (2,8 x 10° ¢ 3,0 x 10°
UFC/mL, respectivamente). O mesmo ocorreu com as cepas SE ATCC 13076, 28
CDPA e 96 LSA apés 20 horas de incubacdo, apresentando o equivalente a 2,1 x 10°,
2,0x 10° e 1,8 x 10° UFC/mL, na devida ordem.

Tabela 1 - Numero de células vidveis das amostras testadas ao longo de 24 horas de
incubacdo em caldo BHI a 37° C

Tempo (h) SE ATCC 13076 SE86IPV 223 CDPA 28 CDPA 96 LSA

0 2,5x 10° 9,3x 10° 2.4x10° 26x10°  63x10°
4 1,7 x 108 23x 108 13x10% 1.4x10°  1.4x10
8 1,3x 10° 1.0x 10° 1.1x10° 1.1x10°  1.1x108
12 1,5x 10° 1.0x 10° 1.4x10° 1.5x10°  13x10°
16 2,0 x 10° 2.8x10° 3,0x 10° 1.5x10°  1,7x10°
20 2,1 x 10° 1,8x 10° 1,8x 10’ 20x10°  1.8x10°
24 2,1x 10° 1,9x 10° 1,6 x 10° 1.6x10°  1.8x10°

Nas Figuras 1 e 2 estdo representadas as curvas de crescimento das cepas
testadas em funcdo do Log;p do nimero de células vidveis por mL e da densidade
Optica, respectivamente. Todos os micro-organismos testados atingiram a fase
estaciondria dentro de oito horas de cultivo, sendo que a mesma apresentou duracdo de
pelo menos 24 horas mantendo a concentragdo bacteriana em 10° UFC/mL (Figura 1).
A densidade Optica observada acompanhou o aumento do ndmero de células

microbianas vidveis de forma semelhante entre as amostras testadas (Figura 2).
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Figura 1 - Curva de crescimento das cepas de Salmonella incubadas em caldo BHI a
37°C, em fung¢do de Log;o do niimero de células vidveis por mL.
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Figura 2 - Curva de crescimento das cepas de Salmonella, incubadas em caldo BHI a
37°C, em fun¢do da densidade 6ptica com comprimento de onda de 600 nm.
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A partir dos dados descritos na Tabela 1 e dos valores obtidos para densidade
optica (Figura 2), foi possivel formular uma equacdo de regressdao polinomial (R? =
0,99), capaz de estimar a concentracdo do nimero de bactérias vidveis existentes apds

24 horas de incubagdo, por mL de meio de cultura, sendo ela:

Y**= 8,83 + 40,85 (X*

A Figura 3 exibe a distribuicdo do total de amostras de S. Enteritidis e S.
Typhimurium classificadas no experimento de acordo com o indice de patogenicidade.
Observa-se uma distribui¢do relativamente homogénea com predominancia de amostras

com indices de patogenicidade entre 5 e 8.
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Figura 3 - Distribui¢@o das cepas de Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium
conforme o indice de patogenicidade classificatorio.

A Tabela 2 mostra que ndo houve diferenca estatistica entre as médias dos
indices de patogenicidade dos isolados de S. Enteritidis e S. Typhimurium, embora

essas ultimas cepas apresentassem uma média superior.
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Tabela 2 — Média dos indices de patogenicidade das cepas de S. Enteritidis e S.
Typhimurium analisadas.

Sorovar Numero de cepas Indice de Patogenicidade*
S. Enteritidis 130 6,55+197°
S. Typhimurium 70 7,08+1,56%

Mann-Whitney Test
Letras iguais na mesma coluna significam diferenca ndo significativa (P=0,082)
*média + desvio padrao

As cepas analisadas neste estudo foram ajustadas em trés diferentes grupos de
acordo com o indice de patogenicidade classificatério (1 a 10). As categorias foram
divididas em: baixa patogenicidade, para cepas com o indice variando entre 1 e 4,
intermedidria patogenicidade, entre 5 e 7, e alta patogenicidade quando o indice
permaneceu entre 8 e 10. Dessa forma, foi possivel observar diferencgas estatisticas entre
os grupos de acordo com o sorovar estudado, conforme mostram as Tabelas 3 e 4. Uma
excecao ocorreu entre os grupos de baixa e intermedidria patogenicidade das cepas de S.
Typhimurium, os quais ndo demonstraram diferenca significativa possivelmente em

razdo do pequeno nimero de amostras presentes nessa classificagdo (Tabela 4).

Tabela 3 — Classificacdo das cepas de Salmonella Enteritidis em grupos de baixa (B),
intermedidria (I) e alta (A) patogenicidade.

Grupo Numero de cepas Indice de Patogenicidade*
A 47 8,72 +0,77 °
I 59 6,01 +0,80°"
B 24 3,46 0,66 °

Kruskal - Wallis Test
* Média + desvio padrao
Letras distintas na mesma coluna representam diferenga significativa (P<0,0001)

Tabela 4 — Classificacdo das cepas de Salmonella Typhimurium em grupos de baixa,
intermedidria e alta patogenicidade.

Grupo Numero de cepas Indice de Patogenicidade*
A 31 8,55 +0,68*°
I 36 6,19+0,82°
B 3 4+0>¢

Kruskal - Wallis Test
* Média + desvio padrao
Letras distintas na mesma coluna representam diferenga significativa (P<0,0001)
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A Figura 4 demonstra que as lesdes de maior ocorréncia foram aerossaculite,
peritonite e onfalite, independente do sorovar inoculado. No entanto, observa-se que
celulite foi a lesdo menos frequente para os isolados de S. Enteritidis, enquanto que para

as cepas de S. Typhimurium foi a pericardite.
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Figura 4 — Frequéncia das lesdes apresentadas pelos isolados de S. Enteritidis e S.
Typhimurium inoculados em pintinhos de um dia.

As Tabelas numeradas de 5 a 10 mostram a comparacdo entre os valores de
mediana de S. Enteritidis e S. Typhimurium obtidos para cada lesdo, as quais foram
analisadas separadamente. Nesse caso, a mediana representa o nimero de aves que
exibiram a lesdo em um grupo de 10 animais. Nota-se que ndao houve diferenca

significativa entre os sorotipos no desenvolvimento das lesdes avaliadas.

Tabela 5 — Presenca de aerossaculite induzida pelas cepas de Salmonella de acordo com
0 sorovar.

Sorovar N° cepas Aerossaculite*
S. Enteritidis 130 8+1,79*
S. Typhimurium 70 7+£1,62°

Kruskal — Wallis Test
Letras iguais na mesma coluna representam diferenca nao significativa (P > 0,05)
* Mediana + desvio padrio
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Tabela 6 — Presencga de peritonite induzida pelas cepas de Salmonella de acordo com o
sorovar.

Sorovar N° cepas Peritonite*
S. Enteritidis 130 8+1,63°
S. Typhimurium 70 8+1,322

Kruskal — Wallis Test
Letras iguais na mesma coluna representam diferenca nao significativa (P > 0,05)
* Mediana + desvio padrio

Tabela 7 — Presencga de onfalite induzida pelas cepas de Salmonella de acordo com o
sorovar.

Sorovar N° cepas Onfalite*
S. Enteritidis 130 7+1,67%
S. Typhimurium 70 8+1,45°

Kruskal — Wallis Test
Letras iguais na mesma coluna significam diferenga néo significativa (P > 0,05)
* Mediana + desvio padrio

Tabela 8 — Presenca de perihepatite induzida pelas cepas de Salmonella de acordo com
0 sorovar.

Sorovar N° cepas Perihepatite*
S. Enteritidis 130 4+£259°%
S. Typhimurium 70 4+£2,16°

Kruskal — Wallis Test
Letras iguais na mesma coluna representam diferenca nao significativa (P > 0,05)
* Mediana + desvio padrao

Tabela 9 — Presenca de pericardite induzida pelas cepas de Salmonella de acordo com o
sorovar.

Sorovar N° cepas Pericardite*
S. Enteritidis 130 2+194°%
S. Typhimurium 70 3+1,79°

Kruskal — Wallis Test
Letras iguais na mesma coluna representam diferenca ndo significativa (P > 0,05)
* Mediana + desvio padrao
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Tabela 10 — Presenca de celulite induzida pelas cepas de Salmonella de acordo com o
sorovar.

Sorovar N° cepas Celulite*
S. Enteritidis 130 2+1,94¢%
S. Typhimurium 70 3+2,02°

Kruskal — Wallis Test
Letras iguais na mesma coluna representam diferenca nao significativa (P > 0,05)
* Mediana + desvio padrio

Na tabela 11 s@o apresentados os percentuais médios de mortalidade obtidos
para os isolados de S. Enteritidis e S. Typhimurium durante o periodo de observacao.
Embora maior mortalidade tenha sido observada entre as cepas de S. Typhimurium, ndo

houve diferenca estatistica quando os dados foram comparados entre os dois grupos.

Tabela 11 — Percentual médio de aves mortas durante o periodo de observacdo, de
acordo com o sorotipo inoculado.

Sorovar % Mortalidade
S. Enteritidis 69,5 (904/1300)*
S. Typhimurium 74,9 (524/700) *

Teste do Qui-Quadrado
Letras iguais na mesma coluna representam diferenga ndo significativa (P > 0,05)

Os valores de média da mortalidade didria entre os dois sorovares sdo
comparados na Tabela 12. E possivel observar que a média de aves encontradas mortas
a cada dia ndo apresentou diferenca significativa entre os dois grupos. Outra observacao
constatada é que houve uma diminui¢do gradativa na mortalidade didria no transcorrer
dos setes dias de acompanhamento das aves. Esse comportamento foi semelhante para

os dois sorotipos.

Tabela 12 — Comparacdo entre as médias da mortalidade didria apresentada pelos
isolados de S. Enteritidis e S. Typhimurium.

Dia de morte

Sorovar N° cepas 1 2 3 4 5 6 7
SE 130 39+24* 1,75+1,6* 052+0,8* 0,38+0,7 0,18+0,5* 0,1+0,3* 0,03+0,2°
ST 70 447+2,6° 1,77+£1,5* 0,54+0,7* 0,37+0,6* 0,26+0,7* 0,03+0,2* 0,04 +0,2°

Mann — Whitney Test
Letras iguais na mesma coluna representam diferenca ndo significativa (P> 0,122)
Meédia + desvio padrio
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Salmonella spp. foi detectada em todas as amostras de figado e de baco
coletadas das aves que morreram no primeiro dia pds-inoculacdo. O mesmo nao
ocorreu com as aves que sobreviveram até o sétimo dia pds-inoculagdo, as quais
apresentaram menores taxas de reisolamento, conforme demonstra a Tabela 13. Nao
houve deteccao de Salmonella spp em nenhum dos animais pertencentes aos grupos do

controle negativo.

Tabela 13 — Percentual de reisolamentos de Salmonella observados no primeiro € no
sétimo dia pds-inoculagdo (DPI).

Recuperacdo de Salmonella a partir do figado e do baco

DPI S. Enteritidis S. Typhimurium
1 100 (518 /518) ® 100 (313/313)®
7% 94,9 (376 / 396) ° 90,3 (158/175)°

Wilcoxon Signed Rank Test
Letras distintas na mesma coluna representam diferenca significativa (p <0,05)
* Aves sobreviventes no sétimo DPI.

As amostras de soro coletadas das aves de 01 dia antes do desafio com S.
Enteritidis e S. Typhimurium foram negativas para presenga de anticorpos para S.
Enteritidis. Nenhuma lesdo foi observada nestas aves durante a necropsia, € o0s

espécimes de figado e de bago foram negativos para o isolamento de Salmonella spp.
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5 DISCUSSAO

Quando inoculadas em um meio de cultura liquido, grande parte das bactérias
apresenta uma curva de crescimento padrio, a qual pode ser representada graficamente
pelo logaritimo do nimero de bactérias em funcdo do tempo. Essa curva é composta por
quatro fases distintas: fase lag, fase exponencial de crescimento, fase estaciondria e fase
de declinio (KONEMAN et al., 2001). No presente trabalho, embora a concentragao
maxima de células tenha sido alcangada em tempos diferentes durante o periodo de
incubacdo, todas as cinco amostras testadas atingiram a fase estaciondria a partir de 8
horas de cultivo. Durante essa fase, a qual teve duracdo de pelo menos 24 horas, todas
as cepas apresentaram uma concentracio de 10° UFC/mL. Dessa forma, sugere-se que,
partindo da diluicdo de uma coldnia pura de Salmonella em 10 mL de caldo BHI e
posterior incubacdo a 37° C por 24 horas, € possivel obter um indculo contendo
aproximadamente 10° UFC/mL.

Segundo Tortora et al. (2012) o crescimento bacteriano pode ser estimado de
forma indireta através da turbidimetria, ou seja, pela medi¢do da turbidez de um meio
liquido em espectrofotometro. Seguindo essa técnica, foi possivel estabelecer a
correlacdo existente entre as leituras de absorbdncia e o nimero de bactérias vidveis
observadas ao longo de 24 horas. Resultado semelhante foi obtido por Santiago (2010),
a qual desenvolveu uma equacao de regressdo para estimar a concentragdo bacteriana de
Corynebacterium Pseudotuberculosis ap0Os correlacionar a curva de crescimento com 0s
valores de densidade Optica obtidos ao longo de 48 horas. A estimativa do nimero de
células vidveis de Salmonella a partir da andlise das curvas de crescimento no presente
estudo tornou mais prética e rdpida a quantificagdo dos indculos previamente ao desafio
das aves.

Infec¢gdes por Salmonella spp sdo frequentemente subclinicas, resultando em
portadores crdnicos, enquanto que outros hospedeiros podem desenvolver doenca
septicémica. Além de S. Gallinarum e S. Pullorum, os quais sdo adaptados as aves,
outros sorovares como S. Enteritidis e S. Typhimurium podem frequentemente causar
manifestacdes clinicas severas e elevada mortalidade, principalmente em aves recém-
nascidas (POPPE et al., 1993BARROW et al., 1994).

Diversos trabalhos tém caracterizado a salmonelose sist€émica em galinhas
através de estudos que avaliam a morbidade e a mortalidade causada pelos diferentes

sorovares e fagotipos de Salmonella (BARROW et al., 1999). Em geral, esses estudos
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avaliam a presenca de sinais clinicos, lesdes e taxa de mortalidade como resultados
isolados o que ndo permite a classificacdio das cepas de acordo com a sua
patogenicidade. Nesse sentido, o experimento realizado possibilitou mensurar a
intensidade de viruléncia das amostras testadas e agrupi-las de acordo com a
patogenicidade apresentada.

Os valores médios dos indices de patogenicidade de S. Enteritidis e S.
Typhimurium ndo diferiram significativamente entre si. No entanto, quando as amostras
foram agrupadas conforme o indice classificatério (de 1 a 10) em categorias de baixa,
intermedidria e alta patogencidade, foi possivel estabelecer diferengas estatisticas entre
os grupos. A Unica excecdo ocorreu entre os grupos de intermedidria e de baixa
patogenicidade das cepas de S. Typhimurium, os quais ndo apresentaram diferenca
estatistica. E possivel que esse resultado seja consequéncia do pequeno niimero de cepas
classificadas no dltimo grupo.

O agrupamento das amostras em diferentes categorias de acordo com o indice de
patogenicidade demonstra que houve variacao na viruléncia seguindo a inoculagdo pela
via intraperitoneal. Possivelmente, tais variacOes estejam relacionadas a capacidade
desses patégenos em sobreviver e replicar nos tecidos do hospedeiro, particularmente
dentro de células da linhagem fagocitica. (BARROW et al., 1987; SUZUKI, 1994;
THOMPSON et al.,, 2011). Segundo BARROW et al. (1994), apds inoculacdo
intravenosa, a localiza¢do primdria dos micro-organismos foi observada em 6rgaos do
sistema reticuloendotelial. Nesses orgaos, o local exato da multiplicagdo bacteriana é
controverso, entretanto, os macréfagos sdo tradicionalmente apontados como o principal
tipo celular alvo no hospedeiro (BERCHIERI et al., 2001). Esta possibilidade foi
sugerida por Barrow et al. (1987) que, ao determinar a viruléncia de S. Typhimurium
em aves jovens, isolou a bactéria principalmente de 6rgdos do sistema reticuloendotelial
logo apds a infeccdo.

Apé6s a captagdo da bactéria pela célula fagocitica, a Salmonella inibe o
processamento e a apresentacdo de antigenos, além de produzir enzimas que inativam
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (OCHO, RODRIGUEZ; 2005). Esses
mecanismos sdo induzidos por sistemas multifatoriais de viruléncia codificados por
genes presentes nas ilhas de patogenicidade (LUCAS; LEE, 2000; OSMAN et al., 2010;
THOMPSON et al., 2011). Dessa forma, alteragdes nos fenétipos de viruléncia das
amostras de S. Enteritidis e S. Typhimurium testadas no presente trabalho podem ser

resultado de uma possivel diversidade em seus genétipos.
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Gast e Beard (1989) sugerem que o desenvolvimento de doencga sistémica requer
mais que a simples passagem do micro-organismo através da barreira intestinal, ja que
uma elevada taxa de reisolamento de S. Typhimurium foi obtida do figado e do bago
dos animais inoculados, mesmo em grupos que apresentaram baixas ou nenhuma
mortalidade. Possivelmente, alguns fatores de viruléncia atuam apds invasdo,
interagindo com as defesas do organismo para determinar o subsequente curso da
infeccdo e a taxa de eliminacdo do patdégeno dos 6rgaos internos (GAST; BEARD 1989;
PORTER; CURTIS III; 1997).

Entre as lesdes observadas nesse estudo, aerossaculite, peritonite e onfalite
foram as mais frequentes para ambos os sorotipos estudados. Esses achados sdo
similares aqueles descritos por diversos autores apds infec¢do experimental de S.
Enteritidis (GORHAM et al., 1994; DESMIDT et al., 1997; DHILLON et al., 1999;
ALISANTOSA et al., 2000; DHILLON et al., 2001; AKTHAR et al., 2011; AKTHAR
et al., 2013) e S. Typhimurium (ROY et al., 2001) em aves SPF entre um e 28 dias de
1dade.

Por outro lado, a lesdo de menor frequéncia entre os isolados de S. Typhimurium
foi a pericardite. De forma semelhante, Dhillon et al. (2001) reportam que pericardite
ndo foi um aspecto consistente entre as aves encontradas mortas apés inoculacdo de
diferentes fagotipos de S. Enteritidis. No entanto, esses achados diferem daqueles
observados por Roy e colaboradores (2001) os quais descrevem a presenga de exsudato
fibrinoso no pericardio entre as principais alteracdes macroscopicas observadas em aves
SPF 14 dias apés inoculagio de 10’ UFC de S. Typhimurium por via oral.

Em relacdo as cepas de S. Enteritidis, a celulite foi a lesdo menos frequente. Esse
resultado estd de acordo com o esperado, uma vez que bactérias do género Salmonella
spp ndo sdo descritas na literatura entre os agentes etioldgicos dessa patologia sob
condic¢des naturais (KUMOR et al., 1998; FALLAVENA, 2009). Segundo Norton et al
(1999), para que ocorra a celulite avidria, € indispensdvel que a pele esteja lesada. Nesse
sentido, € possivel que a ocorréncia dessa lesdo no presente estudo esteja relacionada a
via de inoculacdo utilizada, a qual permitiu ao patdégeno invadir e multiplicar-se no
tecido subcutdneo com consequente producdo das placas fibrinopurulentas observadas
no local.

Ao analisar as lesdes individualmente, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os valores de mediana obtidos para o grupo de isolados de S.

Enteritidis e de S. Typhimurium. A partir disso, sugere-se que ambos 0s sorotipos t€m o
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potencial de causar lesdes septicémicas, da mesma forma que os sorovares especificos
das aves. Essa hipdtese € sugerida por autores que encontraram as mesmas alteracoes
macroscopicas apds infeccdo experimental de S. Enteritidis, S. Typhimurium e S.
Pullorum (GAST; BENSON, 1995; ALISANTOSA et al., 2000; DHILLON et al., 2001;
ROY et al., 2001) .

A mortalidade induzida pelos sorovares de S. Enteritidis e S. Typhimurium em
aves de um dia apds infecc@o experimental apresenta grande variacdo na literatura. Roy
et al. (2001) reportaram um percentual de mortalidade igual a 33,33% para S.
Typhimurium, 12,5% para S. Enteritidis FT4 e 8,5% para o FI8. Osman e
colaboradores (2010) também observaram maior mortalidade causada pelo mesmo
sorovar, porém com valores percentuais superiores: 88% para S. Typhimurium e 72%
para os isolados de S. Enteritidis. J4 Milleman et al. (2005) reportaram uma mortalidade
variando entre 0 e 36% para cepas de S. Typhimurium e entre 6 e 17% para os isolados
de S. Enteritidis, demonstrando que a mortalidade ndo estd relacionada apenas ao
sorovar. Embora a maior mortalidade no estudo tenha sido observada entre os isolados
de S. Typhimurium (74,9%) do que entre aqueles pertencentes ao grupo da S.
Enteritidis (69,5%), os dados ndo apresentaram diferenca significativa quando
comparados estatisticamente. Com base nesses achados e nos resultados obtidos no
atual trabalho, sugere-se que a viruléncia ndo € determinada apenas pelo sorotipo ou
fagotipo de Salmonella spp, mas especialmente por caracteristicas individuais de cada
cepa (SMITH; TUCKER, 1980). Além disso, a severidade ou mesmo a auséncia de
sinais clinicos estdo relacionados a uma série de outros fatores como dose, via de
inoculagdo, idade, linhagem e estado imune do hospedeiro (GAST; BEARD, 1989;
GORHAM et al., 1991; DESMIDT et al., 1997; AKTHAR et al., 2011; AKTHAR et al.,
2013).

Quando avaliada a mortalidade diaria entre os sorovares, observou-se maior
nimero de mortes nos primeiros dias pds-inoculagdo com gradativa reducado até o final
do periodo de acompanhamento. Esse resultado justifica o uso do Fator de Bonificacdo
de Sobrevivéncia, descrito por Souza (2006), uma vez que a pontuacao atribuida ao dia
de morte diminui proporcionalmente a cada dia que o animal sobrevive. Dessa forma,
quanto mais precoce foi a capacidade do isolado em causar a morte dos animais, maior
valor de patogenicidade foi atribuido a ele.

No presente trabalho, Salmonella spp foi recuperada de todas as amostras

coletadas dos animais mortos nas 24 horas pds-inoculacdo. De acordo com Duchet-
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Suchaux et al.(1995), a deteccdao de Salmonella no figado e no bagco de aves mortas
sugere que a morte tenha ocorrido por salmonelose. Segundo Barrow e Lovell (1988),
ap0ds desafio intramuscular de S. Pullorum em aves jovens, os micro-organismos foram
rapidamente encontrados no figado e no bago, principais locais de multiplicacdo.
Posteriormente, o patégeno dissemina-se para outros orgaos resultando em doenca
sist€émica e consequentemente, em lesdes nos tecidos invadidos, além de mortalidade
(BARROW et al., 1987; AKTHAR et al., 2011).

Uma reducdo significativa na taxa de reisolamento bacteriano foi constatada em

relagcdo aos espécimes coletados dos animais sobreviventes ao sétimo dia pds-desafio.
Similar ao presente estudo, Gorham et al (1991) reportam a recuperacdao de S.
Enteritidis a partir de todos os tecidos (pulmdes, figado, baco, 6rgdos reprodutivos e
cérebro) coletados das aves mortas durante o experimento. No entanto, entre os animais
eutanasiados no sétimo dia pés-inoculacdo, o percentual médio de reisolamento variou
entre 60 e 80%. A razdo para a menor persisténcia de Salmonella nas aves
sobreviventes, bem como a queda gradual da mortalidade observada, ndo esta clara.
Ao avaliar o papel do sistema imune humoral na infeccdo por S. Enteritidis FT4,
Desmidt et al. (1998), verificaram uma diminuicdo da quantidade do patégeno presente
nos orgios de aves bursectomizadas durante as primeiras semanas pds-inoculagio,
apesar da falta de anticorpos. De acordo com os autores, essa observacdo aponta para o
envolvimento de outros mecanismos importantes para a supressao de Salmonella,
especialmente a imunidade mediada por células. Resultados semelhantes foram
encontrados por Beal et al. (2006) apds desafio de aves bursectomizadas com S.
Typhimuirum. Segundo os autores, células B e anticorpos nido sido requeridos na
eliminagdo da infecc¢do primaria por Salmonella. Conforme Bumstead e Barrow (1993),
a habilidade do sistema fagocitico em conter a doenga na fase inicial € o principal
responsavel pela resisténcia das aves a salmonelose.

O estabelecimento de critérios para avaliar a patogenicidade de diferentes cepas
de S. Enteritidis e S. Typhimurium permite atribuir a cada isolado um escore, o qual
podera ser utilizado, em trabalhos futuros, para relacionar o perfil fenotipico ao perfil
genético de cada cepa através do uso de inteligéncia artificial. Dessa forma, seria
possivel monitorar o comportamento a campo destes patdgenos, bem como seu impacto
na produgcdo avicola. Além disso, a informacdo gerada a partir desses dados
possibilitaria maior respaldo no momento de propor medidas de controle realmente

eficazes.
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6 CONCLUSOES

Foi possivel estabelecer a correlagdo existente entre a turbidez do in6culo e o
nimero de células vidveis de S. Enteritidis e S. Typhimurium por mL de meio de
cultura.

A metodologia proposta para calcular o indice de patogenicidade refletiu em
diferengas significativas quando as cepas foram classificadas em grupos de alta,
intermedidria e de baixa patogenicidade, permitindo a sua utilizacdo para classificacdo
futura das cepas.

Nao houve diferenca estatistica entre os sorotipos na capacidade de induzir a
formacao de lesdes ou causar mortalidade em pintinhos de um dia. Desta forma conclui-
se que, tanto S. Enteritidis quanto S. Typhimurium, sd@o potencialmente capazes de
causar doencga clinica e mortalidade de forma semelhante aos sorovares especificos das

aves.
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APENDICE A — Amostras de Salmonella Enteritidis (SE) e Salmonella Typhimurium
(ST): identificacdo e origem.

Identificacdo bacterioteca Sorovar Origem
1 CDPA SE Pinto 1d
3 CDPA SE ST*

4 CDPA SE SI

6 CDPA SE SI

11 CDPA SE SI

15 CDPA SE Figado
18 CDPA SE SI
19 CDPA ST SI
20 CDPA SE SI
22 CDPA SE SI
23 CDPA SE SI
24 CDPA SE Suabe de arrasto
25 CDPA SE SI
28 CDPA ST SI
30 CDPA SE SI

31 CDPA SE Carcaca
35 CDPA SE Carcaca
36 CDPA SE Carcaca
37 CDPA SE SI
39 CDPA SE SI
40 CDPA SE SI
41 CDPA SE SI
43 CDPA SE SI
45 CDPA SE SI
54 CDPA SE Racao
57 CDPA ST SI
63 CDPA ST Ovo organico
64 CDPA ST SI
92 CDPA SE SI
93 CDPA SE SI
94 CDPA SE SI
95 CDPA SE SI
96 CDPA SE SI
98 CDPA SE SI
99 CDPA SE SI
103 CDPA SE Ovos bicados
166 CDPA SE SI
167 CDPA SE Asa
168 CDPA SE Asa
169 CDPA SE Peito
170 CDPA SE Dorso

171 CDPA SE Coxa/Sobre
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Identificacdo da Bacterioteca Sorovar Origem
172 CDPA SE Asa
173 CDPA SE Peito
174 CDPA SE Dorso
175 CDPA SE Dorso
176 CDPA SE Asa
177 CDPA SE Dorso
178 CDPA SE Dorso
179 CDPA SE Dorso
180 CDPA SE Dorso
181 CDPA SE Asa
182 CDPA SE Suabe de arrasto
183 CDPA SE Coxa/sobre
184 CDPA SE Coxa/sobre
185 CDPA SE Suabe de arrasto
186 CDPA SE Suabe de arrasto
187 CDPA SE Suabe de arrasto
188 CDPA SE Suabe de arrasto
189 CDPA SE Suabe de arrasto
190 CDPA SE Suabe de arrasto
191 CDPA SE Suabe de arrasto
192 CDPA SE Pinto 1d
193 CDPA SE Pinto 1d
194 CDPA SE Pinto 1d
195 CDPA SE Pinto 1d
196 CDPA SE Pinto 1d
197 CDPA SE Pinto 1d
198 CDPA SE Pinto 1d
199 CDPA SE Pinto 1d
200 CDPA SE Pinto 1d
201 CDPA SE Pinto 1d
202 CDPA SE Pinto 1d
203 CDPA SE Matriz
204 CDPA SE Pinto 1d
205 CDPA SE Pinto 1d
206 CDPA SE Pinto 4d
207 CDPA SE Suabe de arrasto
208 CDPA SE Pintos 7d
209 CDPA SE Suabe de arrasto
210 CDPA SE Suabe de arrasto
211 CDPA SE Suabe de arrasto
212 CDPA SE Suabe de arrasto
213 CDPA SE Suabe de arrasto
214 CDPA SE Suabe de arrasto
215 CDPA SE Suabe de arrasto
216 CDPA SE Racdo
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Identificacdo da Bacterioteca Sorovar Origem

217 CDPA SE Suabe de arrasto
218 CDPA SE Suabe de arrasto
219 CDPA SE Pintos 1d
220 CDPA SE Ceco
221 CDPA SE Saco gema
222 CDPA SE Pinto 1d
223 CDPA SE Pintol d
224 CDPA SE Pintol d
225 CDPA SE Pintol d
226 CDPA SE Pinto 1d
227 CDPA SE Pintol d
228 CDPA SE Suabe de arrasto
229 CDPA SE Suabe de arrasto
230 CDPA SE Suabe de arrasto
231 CDPA SE Suabe de arrasto
232 CDPA SE Suabe de arrasto
233 CDPA SE Pinto 1d
234 CDPA SE Pinto 1d
235 CDPA SE Suabe de arrasto
236 CDPA SE Suabe de arrasto
237 CDPA SE Suabe de arrasto
238 CDPA SE Suabe de arrasto
239 CDPA SE Figado 1d
240 CDPA SE Ceco 1d
241 CDPA SE Ceco 1d
242 CDPA SE Suabe de arrasto
243 CDPA SE SI
244 CDPA SE SI
248 CDPA ST SI
249 CDPA ST SI
253 CDPA ST SI
SE ATCC SE ATCC 13076
SE IPV 86 SE SI

42 LSA SE SI

76 LSA SE SI

81 LSA ST SI

82 LSA SE SI

86 LSA ST Meconio

87 LSA ST Saco gema

88 LSA ST Suabe de arrasto

89 LSA ST Suabe de arrasto

90 LSA ST Suabe de arrasto

91 LSA ST Suabe de arrasto

92 LSA ST Meconio

93 LSA ST Saco gema
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Identificacdo da Bacterioteca Sorovar Origem
94 LSA ST Meco6nio
95 LSA ST Suabe de arrasto
96 LSA ST SI
97 LSA ST Suabe de arrasto
98 LSA ST Suabe de arrasto
99 LSA ST Suabe de arrasto
100 LSA ST Suabe de arrasto
101 LSA ST Suabe de arrasto
103 LSA ST Suabe de arrasto
104 LSA ST Suabe de arrasto
105 LSA ST Suabe de arrasto
106 LSA ST Suabe de arrasto
107 LSA ST Suabe de arrasto
108 LSA SE Suabe de arrasto
109 LSA SE Suabe de arrasto
110 LSA ST Suabe de arrasto
112 LSA SE Suabe de arrasto
115 LSA SE Suabe de arrasto
116 LSA ST Suabe de arrasto
117 LSA SE Meconio
118 LSA SE Suabe de arrasto
119 LSA ST Suabe de arrasto
120 LSA SE Meco6nio
122 LSA ST Suabe de arrasto
123 LSA ST Suabe de arrasto
124 LSA ST Suabe de arrasto
125 LSA ST Suabe de arrasto
126 LSA ST Suabe de arrasto
127 LSA ST Suabe de arrasto
128 LSA ST Suabe de arrasto
129 LSA SE Saco gema
130 LSA ST Ceco
131 LSA ST Baco
132 LSA ST Bursa
133 LSA ST Intestino
134 LSA ST Suabe de arrasto
135 LSA ST Suabe de arrasto
136 LSA ST Suabe de arrasto
137 LSA ST Suabe de arrasto
138 LSA ST Suabe de arrasto
139 LSA ST Suabe de arrasto
140 LSA ST Suabe de arrasto
141 LSA ST Suabe de arrasto
142 LSA ST Suabe de arrasto
143 LSA ST Suabe de arrasto
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Identificacdo da Bacterioteca Sorovar Origem
144 LSA ST Saco gema
146 LSA ST Suabe de arrasto
147 LSA ST Suabe de arrasto
148 LSA ST Suabe de arrasto
149 LSA ST Suabe de arrasto
150 LSA ST Saco gema
151 LSA ST Farinha visceras
152 LSA ST Suabe de cloaca
153 LSA ST Suabe de cloaca
154 LSA ST Suabe de cloaca
155 LSA ST Suabe de cloaca
156 LSA ST Suabe de cloaca
157 LSA ST Suabe de cloaca
158 LSA SE Suabe de arrasto
164 LSA SE Suabe de cloaca
165 LSA ST CMS*
166 LSA ST CMS
169 LSA SE Intestino
170 LSA ST Intestino
171 LSA SE Intestino
172 LSA SE Intestino
173 LSA SE Intestino
174 LSA SE Figado/baco

*SI— Sem informacao

*#*% CMS — Carne mecanicamente separada
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APENDICE B — Exemplo do comportamento de uma das amostras de S. Enteritidis

quando submetida aos critérios descritos para determinacdo do indice de

patogenicidade.
Amostra Ave Dia ™ A Pt 0 Ph Pc C 1P
Morte

1 1 1 1 0,8333 0,8333 0,8333 0 0 0 10
1 2 1 1 0,8333 10,8333 0,8333 0,8333 0,8333 0 10
1 3 1 1 0,8333 0,8333 0 0 0 0 10
1 4 2 0,857 0,8333 0,8333 0,8333 0,8333 0 0 8,45
1 5 3 0,714 0 0,8333 0,8333 0,8333 0 0 6,07
1 6 S* 0 0 0 0 0 0 0 0

1 7 S 0 0 0 0,8333 0 0 0 0,83
1 8 S 0 0 0 0,8333 0 0 0 0,83
1 9 S 0 0,8333 0,8333 0,8333 0 0,8333 0,8333 4,17
1 10 S 0 0,8333 0,8333 0,8333 0 0,8333 0 3,33
P 5,37

S* - Animais sacrificados no 7° dia pés-inoculacao.



APENDICE C — Valores dos Indices de Patogenicidade obtidos para as cepas de S.
Enteritidis (SE) e S. Typhimurium (ST).

Amostra Sorovar Indice de Patogenicidade

01 CDPA SE 5,77
03 CDPA SE 8,64
04 CDPA SE 6,45
06 CDPA SE 6,11
11 CDPA SE 6,94
15 CDPA SE 3,48
18 CDPA SE 5,37
20 CDPA SE 7,98
22 CDPA SE 5,04
23 CDPA SE 6,54
24 CDPA SE 3,98
25 CDPA SE 6,85
30 CDPA SE 4,51
31 CDPA SE 5,10
35 CDPA SE 5,37
36 CDPA SE 6,36
37 CDPA SE 3,38
39 CDPA SE 5,20
40 CDPA SE 5,05
41 CDPA SE 4,27
43 CDPA SE 6,24
45 CDPA SE 3,13
54 CDPA SE 8,25
95 CDPA SE 3,56
223 CDPA SE 6,42
86 IPV SE 8,19
SE ATCC 13076 SE 6,19
92 CDPA SE 7,75
93 CDPA SE 8,52
94 CDPA SE 4,04
96 CDPA SE 7,46
98 CDPA SE 6,69
99 CDPA SE 6,96
103 CDPA SE 6,45
166 CDPA SE 9,85
167 CDPA SE 8,51
168 CDPA SE 3,12
169 CDPA SE 6,30
170 CDPA SE 5,94
171 CDPA SE 6,00
172 CDPA SE 7,87

173 CDPA SE 5,39
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Amostra Sorovar Indice de Patogenicidade
174 CDPA SE 8,42
175 CDPA SE 6,64
176 CDPA SE 5,62
177 CDPA SE 7,68
178 CDPA SE 3,93
179 CDPA SE 3,29
180 CDPA SE 6,10
181 CDPA SE 4,14
182 CDPA SE 4,45
183 CDPA SE 4,37
184 CDPA SE 7,08
185 CDPA SE 4,26
186 CDPA SE 5,25
187 CDPA SE 6,49
188 CDPA SE 7,01
189 CDPA SE 4,52
190 CDPA SE 5,86
192 CDPA SE 5,40
193 CDPA SE 6,62
194 CDPA SE 7,79
195 CDPA SE 2,04
196 CDPA SE 3,99
197 CDPA SE 6,08
198 CDPA SE 7,45
200 CDPA SE 7,18
201 CDPA SE 1,99
202 CDPA SE 5,48
203 CDPA SE 4,15
204 CDPA SE 3,32
205 CDPA SE 4,55
206 CDPA SE 3,30
207 CDPA SE 3,23
208 CDPA SE 5,85
209 CDPA SE 3,50
210 CDPA SE 5,74
211 CDPA SE 6,30
212 CDPA SE 5,35
213 CDPA SE 3,88
214 CDPA SE 5,39
215 CDPA SE 2,93
216 CDPA SE 6,68
217 CDPA SE 4,82
218 CDPA SE 5,67
219 CDPA SE 7,51
191 CDPA SE 7,85
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Amostra Sorovar Indice de Patogenicidade
199 CDPA SE 6,96
220 CDPA SE 8,62
221 CDPA SE 8,49
222 CDPA SE 5,19
224 CDPA SE 8,92
225 CDPA SE 7,23
226 CDPA SE 9,15
227 CDPA SE 8,10
228 CDPA SE 6,65
229 CDPA SE 8,56
230 CDPA SE 8,89
231 CDPA SE 8,33
232 CDPA SE 7,51
233 CDPA SE 6,25
234 CDPA SE 6,62
235 CDPA SE 8,48
236 CDPA SE 7,29
237 CDPA SE 8,02
238 CDPA SE 9,61
239 CDPA SE 7,31
240 CDPA SE 8,10
241 CDPA SE 9,12
242 CDPA SE 8,25
243 CDPA SE 9,69
244 CDPA SE 8,58

42 LSA SE 8,33

76 LSA SE 8,96

82 LSA SE 9,13

108 LSA SE 9,63

109 LSA SE 10,00

112 LSA SE 8,82

115 LSA SE 9,18

117 LSA SE 9,54

118 LSA SE 5,31

120 LSA SE 8,61

129 LSA SE 9,08
158 CDPA SE 9,64

164 LSA SE 9,93

169 LSA SE 9,93

171 LSA SE 8,21

172 LSA SE 8,14

173 LSA SE 8,37

174 LSA SE 5,88

19 CDPA ST 7,68
28 CDPA ST 8,17
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Amostra Sorovar Indice de Patogenicidade
57 CDPA ST 8,25
63 CDPA ST 6,17
248 CDPA ST 8,25
249 CDPA ST 9,04
253 CDPA ST 6,67
81 LSA ST 7,89
86 LSA ST 9,17
87 LSA ST 9,93
88 LSA ST 9,01
89 LSA ST 7,65
90 LSA ST 7,04
91 LSA ST 5,67
92 LSA ST 8,51
93 LSA ST 8,65
95 LSA ST 4,77
96 LSA ST 7,70
97 LSA ST 7,65
98 LSA ST 7,73
99 LSA ST 7,30
100 LSA ST 7,00
101 LSA ST 6,69
103 LSA ST 7,76
104 LSA ST 8,92
105 LSA ST 8,48
106 LSA ST 3,71
107 LSA ST 7,38
110 LSA ST 8,42
116 LSA ST 9,42
119 LSA ST 10,00
122 LSA ST 7,23
123 LSA ST 9,42
124 LSA ST 8,90
125 LSA ST 8,93
64 CDPA ST 8,08
94 CDPA ST 8,94
126 LSA ST 5,48
127 LSA ST 5,24
128 LSA ST 7,44
130 LSA ST 6,63
131 LSA ST 5,90
132 LSA ST 6,08
133 LSA ST 4,02
134 LSA ST 4,74
135 LSA ST 6,83
136 LSA ST 8,02
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Amostra Sorovar Indice de Patogenicidade
137 LSA ST 4,54
138 LSA ST 5,56
139 LSA ST 6,87
140 LSA ST 7,04
141 LSA ST 5,15
142 LSA ST 7,52
143 LSA ST 5,10
144 LSA ST 5,63
146 LSA ST 6,04
147 LSA ST 6,69
148 LSA ST 4,85
149 LSA ST 6,00
150 LSA ST 4,83
151 LSA ST 6,96
152 LSA ST 9,54
153 LSA ST 7,99
154 LSA ST 5,79
155 LSA ST 5.9
156 LSA ST 5,98
157 LSA ST 3,73
165 LSA ST 6,80
166 LSA ST 7,15
170 LSA ST 7,68
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ANEXO A — Parecer favordvel a pesquisa concedido pela CEUA — IPVDF.

Oficio n.° 26/12 - CEUA/IPVDF Eldorado do Sul, 20 de julho de 2012.

Senhor Pesquisador:

Com relagdo ao Projeto de Pesquisa — FEstabelecimento de um indice de
patogenicidade para amostras de Salmonella paratificas de origem avicola — sob
orientagdo do Prof. Dr. Carlos Tadeu Pippi Salle e colaboradora Dra. Kelly Cristina
Tagliari de Brito, protocolado para analise e parecer sob n® 23/2012 pela mestranda
Diane Alves de Lima, em 27 de junho de 2012, cabe referir o seguinte:

A Comissdo de Etica no Uso de Animais — IPVDF reuniu-se ordinariamente em
05 de julho de 2012, no Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor e
subsequentemente emitiu PARECER FAVORAVEL a pesquisa a ser desenvolvida,

E o parecer.

Atenciosamente,

FERN 0 SERGIO CASTILHOS KARAM
residente CEUA - IPVDF



