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RESUMO - Avaliaram-se os efeitos de Salmonella Enteritidis sobre a colonizagdo e o desenvolvimento do trato intestinal,
a conversdo alimentar e o ganho de peso em perus. Um total de 135 perus de corte de 1 dia foi distribuido em trés tratamentos:
controle; perus oriundos de ovos inoculados com Salmonella Enteritidis via casca e perus desafiados com &gua de bebida com
Salmonella Enteritidis. Aos 10, 20 e 28 dias, avaliaram-se as variaveis de desempenho e coletaram-se amostras para avaliacdo
bacteriana, biometria e histomorfometria. Realizaram-se também, nos dias 1, 15 e 28 de idade, coletas de meconio/excretas
de todas as aves. A colonizacdo intestinal aumentou durante a fase inicial quando Salmonella foi inoculada via casca. O intestino
apresentou maior peso ao 19, 102 e 282 dias quando Salmonella esteve presente, sem diferenca no comprimento. Salmonella
Enteritidis foi capaz de colonizar o trato intestinal, estabelecer infecc¢do, reduzir o desempenho das aves e modificar as estruturas
celulares do intestino. A contaminagdo da casca do ovo antes da incubagdo propiciou a ocorréncia de infec¢bes ao nascimento,
e a frequéncia de isolamento de Salmonella Enteritidis persistiu até 28 dias de idade. A inoculacdo de Salmonella pela adgua de
bebida gerou aves infectadas, porém com menor nivel de infeccdo com o avangar da idade. O desempenho de aves inoculadas
com Salmonella Enteritidis 6 menor e isso confirma potenciais prejuizos para a producdo avicola.
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Effects of experimentally inoculated Salmonella Enteritidis on the
gastrointestinal health of turkeys

ABSTRACT - The effects of Salmonella Enteritidis on the colonization and development of the intestinal tract, feed
conversion and weight gain were evaluated. A total of 135 day old turkeys were assigned to three treatments: control; turkeys
from eggs inoculated with Salmonella Enteritidis via shell and turkeys challenged with drinking water with Salmonella
Enteritidis. At 10, 20 and 28 days, the performance variables were evaluated and samples were collected to perform bacterial
assessment, biometrics and histomorphometry. On days one, 15 and 28, samples of meconium/excreta were collected from
all birds. The intestinal colonization increased during the initial phase when Salmonella was inoculated via eggshell. The
intestine showed greater weight on the first, tenth and 28th days when Salmonella was present, with no differences regarding
the intestine length. Salmonella Enteritidis was able to colonize the intestinal tract, establish infection, reduce bird
performance and modify the cellular structures of the intestine. Contamination of the eggshell before hatching generated birds
susceptible to infection at birth and the frequency of isolation of Salmonella Enteritidis persisted until 28 days of age.
Salmonella inoculation by drinking water generated infected birds, but with less recovery of the pathogen with age increase.
Inoculated birds showed inferior performance, confirming the potential damage to poultry production.
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Introducao
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Bactérias do género Salmonella estdo amplamente
distribuidas na natureza em diferentes espécies animais e,
em perus, podem resultar em severas perdas econdmicas,
devido aos altos custos com erradicacdo e medidas de
controle (Kruigeretal., 2008). No Brasil, infeccdes paratificas
nesta espécie sdo observadas ocasionalmente e ndo tém
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sido associadas a doenca clinica ou mortalidade (Back,
2008). De acordo com Back (2002), essas infecgOes
inaparentes sdo mais preocupantes do ponto de vista da
saude publica, umavez que as aves agem como reservatorios
e introduzem Salmonellasp. na cadeiaalimentar do homem.

O intestino é uma mistura complexa de diferentes
populacdes bacterianas. A diversidade de substratos em
cada segmento intestinal permite a existéncia das mais
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variadas popula¢fes bacterianas, as quais, em combinacdo
comvarios fatores, podem resultar em processo infeccioso.
Estudos de inoculagdes experimentais com enteropatdégenos
podem contribuir para melhor compreensdo dos fatores
envolvidos em infec¢cBes entéricas assintomaticas,
como a habilidade de colonizar o intestino, determinar
injarias nas mucosas intestinais e ainda comprometer
adigestdo e absorcdo de nutrientes (Dhillonetal., 2001;
Andrade et al., 2009).

Em perus, o desenvolvimento intestinal imediatamente
apods aeclosdo e até duas semanas de vida tem sido descrito
naliteratura (Unietal.,1999; Noy etal.,2001; Applegate etal.,
2005), entretanto raramente relacionado a infeccdo por
Salmonella sp. (Potturi et al., 2005).

Diante da comprovada circulacdo de Salmonella
Enteritidis na avicultura goiana (Rocha et al., 2003) e no
Brasil (Silva & Duarte, 2002) e considerando o crescimento
da producdo de perus em Goias, realizou-se este trabalho
comoobjetivode avaliar os efeitos da Salmonella Enteritidis
nacolonizagdo do trato intestinal, no desenvolvimento de
alteragdes histomorfométricas e no desempenho de perus
comerciais.

Material e Métodos

Foram utilizados 135 perus de corte da linhagem
British United Turkeys distribuidos em delineamento
inteiramente casualizado, com trés tratamentos, nove
repeticGes e cinco unidades experimentais por parcela:
controle — perus oriundos de ovos inoculados na casca com
solucdo salina a 0,85% estéril; perus oriundos de ovos
desafiados com 4,2 x 104 unidades formadoras de colonias
(ufc)/mL de Salmonella Enteritidis na casca no primeiro dia
de incubacdo; perus com 1 dia de vida desafiados com
4,2 x 10* ufc/mL de Salmonella Enteritidis por 24 horas.

As aves foram alojadas em baterias aquecidas,
equipadas com comedouros e bebedouros. Os grupos
controles foram alojados em sala separada dos grupos
inoculados como forma de evitar a contaminacéo entre
grupos. A temperatura de conforto térmico compativel com
a idade foi mantida por meio de lampadas.

Aguae racdo foram disponibilizadas a vontade. A racéo
continha ingredientes de origem vegetal, sem antibiéticos
ou anticoccidiano, e foi elaborada segundo exigéncias
nutricionais da linhagem British United Turkey Big 9
(BUT, 20064).

Asaves foram identificadas e pesadas individualmente
com 1, 10, 20 e 28 dias de vida, assim como as racGes e as
sobras. O consumo de racdo foi obtido pela diferenca entre

os valores de racdo oferecidanoinicio e assobras, corrigidos
pela mortalidade. O indice de conversdo alimentar foi
calculado pela relagdo entre o consumo de racéo e o ganho
de peso corrigido pelo peso das aves mortas.

Com 1, 10, 20 e 28 dias, ap0s pesagem, cinco aves de
cada tratamento foram submetidas a jejum alimentar por 6
a 8 horas, sendo posteriormente sacrificadas por desloca-
mento cervical e necropsiadas. Os intestinos delgado e
grosso foram removidos, pesados (g) e medidos (cm) para
biometria, realizada considerando o peso relativo do
intestino x 100, dividido pelo peso vivo, expressoem g/100 g
de peso vivo.

Paralelamente, nos mesmos animais, foram coletadas
amostras de intestino, (mecénio/contetido cecal e suabe
cloacal) para pesquisa de Salmonella. Também foram
coletados fragmentos de aproximadamente 3,0 cm de
comprimento da porcdo inicial do duodeno, do jejunoa2cm
acimadodiverticulo de Meckel e do ileo proximo da jungéo
ileocecal pararealizacdo da histomorfometria e pesquisa de
Salmonella. Os fragmentos de intestino foram fixados em
formol salino tamponado a 10% por 24 horas e recortados
em 5,0 mm de didmetro paraacondicionamento em cassetes
e processadas de acordo com a metodologia convencional
de Luna (1968) para inclusdo em parafina. Os cortes
histolégicos foram corados com hematoxilina-eosina (HE).

As preparacdes foram submetidas aos indices
morfométricos com o auxilio do software Axion Vision 3.0.
Asimagens das laminas foram digitalizadas do microscopio
optico de campo claro para o computador, por meio da
camera de video digital, e para a placa de captura. Em
seguida, foi realizada a histometria quantificada em micra
(Unietal., 1998).

Com1,15e28diasdeidade, foram coletadas amostras
de mecénio e/ou excretas de todas as aves por compressao
daregido dorso-ventral da cloaca ou por suabe cloacal para
pesquisa do patégeno inoculado.

A pesquisa de Salmonella foi realizada de acordo com
0 proposto em GPL (1997) e Brasil (2003). Isolados que
apresentaram reacdes bioquimicas compativeis com
Salmonella foram submetidos ao teste sorolégico com
antissoros polivalentes somaticos e as amostras positivas
foram remetidas a Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) em
meio agar nutriente para confirmag&o do sorovar recuperado.

Paraas analises das variaveis quantitativas, foi utilizado
oprograma SAEG (Sistemade Analise Estatisticae Genética,
versdo 8.0) com analise de varianciae as médias comparadas
pelo teste Tukey comaigual a5% (Euclides, 1983). O qui-
quadrado (c?) foi empregado para avaliar a frequéncia de
perus infectados entre as duas vias de inoculacdo pela
Salmonella Enteritidis (Sampaio, 2002).
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Resultados e Discussao

O mecoOnio e as excretas das aves que receberam salina
0,85% foram bacteriologicamente negativos em todas as
idades.

Observou-se que, ao nascimento, 10,53% (6/57) dos
perus oriundos de ovos inoculados via casca foram
positivos para o patdgeno. Esse nimero aumentou para
38,9% (14/36) aos 15 dias, atingindo 40,7% (11/27) aos 28
dias do experimento (Tabela 1). A via de inoculacédo na
casca ampliou a colonizacdo intestinal por Salmonella
Enteritidis até o 282 dia. Provavelmente os perus se
infectaram nas baterias apdés o nascimento, pelo contato
indireto com as excretas contaminadas. Esses achados
também foram observados em infeccdes cruzadas de
frangos de corte durante o crescimento de 1 a 7 dias de
idade (Baileyetal., 1994).

Pelaanalise das excretas, notou-se ainda infecgdo pelo
patdégeno em 26,9% (7/26) das aves aos 15 dias e 16,7%
(3/18) aos 28 dias. Portanto, houve reducdo na taxa de aves
infectadas, emboraaviade inoculagdo ndo tenhainfluenciado
(P>0,05%) aexcrecao fecal do patdgeno aos 15 e 28 dias. Em
estudo semelhante, realizado por Rostagno et al. (2006),
12,3% dos contetdos cloacais foram positivos para o
patégeno. Poroutro lado, Charles etal. (1994) ndo isolaram
Salmonella Enteritidis de amostras de suabe cloacal no
primeiro diaapds desafio, apesar de alta taxa de isolamento
ser mantida nas quatro semanas seguintes (60, 67, 56 e
44%, respectivamente). Perus recém-eclodidos sdo mais
susceptiveis a colonizacdo por Salmonella que aves mais
velhas, devido a imaturidade do trato gastrointestinal e da
instabilidade damicrobiota. A estabilizacdo da microbiota
intestinal no intestino delgado demora aproximadamente
duas semanas ap6és a eclosdo, enquanto no ceco demora
mais de quatro semanas (Hoover et al., 1997). Com isso,
pode-se aventar a hipotese de que a estabilizagdo da
microbiota intestinal pode estar relacionada ao desenvolvi-
mento do sistema imunoldgico. Ao inocular o patégeno no
primeiro dia de idade, Salmonella Enteritidis encontraria
respostas imunes sistémica e local formadas (Berthelot-

Héraultetal., 2003), tornando o organismo mais adverso a
colonizacdo intestinal que na inoculacéao in ovo.

Neste estudo, dos 28 contetidos de cecos analisados,
14 (50%) foram positivos para Salmonella Enteritidis
(Tabela?2).

Salmonella Enteritidis foi recuperada do contetdo
cecal coletados de perus aparentemente saudaveis com 1,
10, 20 e 28 dias de idade. Nas amostras de ceco analisadas,
43,75 e 58,33% foram bacteriologicamente positivas nas
inoculacdes viacascae viaagua de bebida, respectivamente.
Paralelamente, em 41,67 e 50,00% das amostras de suabes
cloacal, foi realizado o isolamento do patégeno.

Coxetal. (2001) desafiaram perus de trés dias de idade
com 10% ufc de Salmonella Typhimurium e observaram a
presenca desse patégeno em 46,7% dos cecos analisados
as seis semanas de idade.

A via de inoculacdo ndo influenciou (P>0,05) o
comprimento do intestino de perus com 1, 10, 20 e 28 dias
de idade (Tabela 3). No entanto, quando se analisou 0 peso
relativo do intestino (g/100 g de peso vivo), houve diferenca
(P<0,05) no 12, 102 e 282 dias. No 12 e 102 dias, notou-se
maior peso dos intestinos dos perus inoculados com
Salmonella Enteritidis na casca. Aos 28 dias de idade, o
maior peso de intestino foi verificado em perus inoculados
com Salmonella Enteritidis na agua de bebida.

Pelo exame biométrico do intestino, 0 maior peso de
intestino ocorreu aos 10 dias de idade, como descrito por
Selletal. (1991) e Uni etal. (1999). Sabe-se que 0 peso do
intestino aumenta paralelamente ao peso corporal até a
eclosdo e passa a aumentar mais rapidamente que a massa
corporal ap6s o nascimento. Esse rapido crescimento
relativo do intestino delgado € maximo em 6 a 8 dias para
perus (Sell etal., 1991).

Perus inoculados com Salmonella Enteritidis
apresentaram peso relativo de intestino maiorcom 1, 10e 28
dias de idade. Esses dados estdo de acordo com o0s
encontrados por Andrade (2005), que encontrou valores
maiorescom 1, 14 e 21 dias em frangos de corte desafiados
por esse mesmo patogeno. Esse maior peso relativo pode
ser explicado pelo estimulo antigénico da Salmonella

Tabela 1 - Resultados da pesquisa de Salmonella Enteritidis em meconio e suabe cloacal de perus inoculados na casca no inicio da
incubagdo e agua de bebida com 1, 15 e 28 dias de idade

Idade (dias) Inoculado — Casca Inoculado — Agua bebida
Amostras positivas/ % Amostras positivas/ %
processadas processadas
1 6/57 10,5% - -
15 14/36 38,9% 7126 26,9%
28 11/27 40,7% 3/18 16,7%

* Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga (P<0,05) pelo teste 2.

R. Bras. Zootec., v.41, n.3, p.618-623, 2012



Andrade et al. 621

Tabela 2 - Isolamento de Salmonella Enteritidis em contetdo
cecal de perus oriundos de inoculagdo na casca e agua
de bebida com 1, 10, 20 e 28 dias de idade

Via de inoculagdo Idade (dias)
1 10 20 28
n
Casca 4/4 1/4 0/4 2/4
Agua - 3/4 214 2/4
Total positivo 4/4 4/8 2/8 4/8

Enteritidis no intestino no primeiro dia de idade (Andrade,
2005). De acordo com Noy & Sklan (1997), a presenca de
qualquer material ex6geno no trato gastrintestinal é
suficiente para estimular a atividade e o desenvolvimento
damucosaintestinal, os quais promovem reducdo ou melhora
na capacidade digestiva e absortiva. Por outro lado, pela
analise do comprimento do intestino, ndo foram observadas
diferencas (P>0,05) entre os grupos. Estes dados poderiam
ser mais bem explorados se a pesagem tivesse sido realizada
por segmentos (duodeno, jejuno e ileo), como apresentado
em estudos anteriores, conduzidos por Sell et al. (1991),
Applegate etal. (2005) e Poturri etal. (2005).

Ao se compararem os resultados dos exames
histomorfométricos (Tabela 4) dos segmentos do intestino
avaliados, as alturas das vilosidades do duodeno e do
jejuno aumentaram rapidamente com a idade e esses
segmentos cresceram paralelo e mais rapidamente que o
ileo, como descrito por Uni et al. (1999). Aos 10 dias, as
aves pertencentes ao grupo controle apresentaram
significativamente (P<0,05) menor alturade vilo do duodeno
emrelagdo aquelas que receberam os patégenos, sendo que
os vilos do jejuno das aves do mesmo grupo apresentaram
maior (P<0,05) altura.

A inoculagcdo com Salmonella Enteritidis afetou e
promoveu maior altura de vilosidade até 10 dias de idade,
sendo superado pelo grupo controle aos 20 dias e
igualando-se aos 28 dias no grupo inoculado na casca.

A profundidade de cripta em todos 0s segmentos se
manteve maior nos grupos inoculados com o patégeno,
exceto no 109 dia. Ndo houve diferenca (P>0,05) entre os
grupos. Os dados deste trabalho sugerem que esses
aumentos foram diretamente relacionados a renovacao das
células epiteliais (turnover) durante a infecgédo e indicam
resposta compensatoria das células aos efeitos da
Salmonella Enteritidis. Segundo Pluske et al. (1997), o

Tabela 3 - Peso relativo (g/100 g de peso vivo) do intestino, comprimento do intestino de perus com 1, dez, 20 e 28 dias de idade

Via de inoculagdo 1 dia 10 dias 20 dias 28 dias
Peso Comprimento Peso Comprimento Peso Comprimento Peso Comprimento
inicial do intestino inicial do intestino inicial do intestino inicial do intestino
Controle 4,0B 36,0 7,2B 80,2 5,7 131,5 3,9B 100,2
Casca 5,3A 40,9 10,2A 79,7 6,5 93,5 4,0B 110,7
Agua - - 8,0B 80,9 5,7 105,3 4,6A 116,5

* Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga (P<0,05) pelo teste Tukey a 5%.

Tabela 4 - Alturas dos vilos e profundidade de cripta do duodeno (um), jejuno (um) e do ileo (um) de perus de corte de 1 a 28 dias de

idade
Vias de inoculacao Duodeno
Altura de vilos Profundidade de cripta

1 dia 10 dias 20 dias 28 dias 1 dia 10 dias 20 dias 28 dias
Controle 494,7B* 804,8C 1133,6A 1143,7B 80,3B 140,5B 147,8B 120,2C
Casca 634,8A 860,3B 831,9C 1149,6A 128,6A 152,4A 218,7A 175,9B
Agua - 966,1A 955,9B 945,7B - 146,8A 230,9A 195,6A

Jejuno
Controle 414,1A 708,3A Sl 957,8A 84,7B 117,6 Skx 178,4B
Casca 360,1B 533,5B 676,6A 504,2C 109,7A 137,4 261,2A 479,3A
Agua - 448,6C 382,2B 676,3B - 118,6 199,2B 141,8B

ileo

Controle 349,1 561,5B 612,8A 799,1A 130,7B - 162,6B 224,6B
Casca 311,7 691,2A 351,8B 505,4C 159,9A - 214,1B 351,6A
Agua - 358,6C 605,6A 683,4B - - 411,3A 230,1B

* Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5%.

** 202 dia, 0 excesso de artefatos impossibilitou a leitura do tratamento controle.
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maior valor de profundidade de criptaindica maior atividade
proliferativa celular. Loddietal. (2004) também mostraram
que, se os vilos reduzem seu tamanho em decorréncia do
aumento da perda celular, como consequéncia ocorre
aumento naproducdo de células da cripta e na profundidade
de cripta.

A inoculacdo de Salmonella Enteritidis influenciou
(P<0,05) o peso médio de perusao 12, 10%e 202 dias de idade
(Tabelab).

O menor peso (P<0,05) ao nascimento foi observado
em perus oriundos da inoculacdo da casca, 0 que sugere
algum efeito do patdgeno no periodo anterior ou durante
aeclosdo. O peso médio observado ao nascimento (60,07
a 63,95 g) foi semelhante aos dados de estudos anteriores
de Selletal. (1991), que encontraram pesos de 64,8+6,9 g,
e por Applegate et al. (2005), que observaram variagdo de
62,19 a 65,63 g no peso corporal de perus a eclosdo.

Observou-se menor ganho de peso médio ao 12, 10%e
2092 dias de idade das aves que sofreram desafios pela
bactéria na casca, fato que pode ser atribuido a presenca
do agente infeccioso no trato gastrintestinal. Esses
resultados estdo aliados aos exames histomorfométricos
do duodeno no 12 e 202 dias, que evidenciaram menores
(P<0,05) valores para as alturas dos vilos e maiores para
profundidade de cripta. Provavelmente a presenca de
Salmonella Enteritidis comprometeu a digestdo e a
absorcdo adequadas dos nutrientes. Os perus inoculados
sofreram perdas de peso médio aproximado de 6,07; 26,49
e 20,50% com 1, 10 e 20 dias, respectivamente. Essa
reducdo no ganho de peso também foi observada em
frangos de corte por Gorham et al. (1994), Dhillon et al.
(1999) e Andrade (2005), que encontraram aves com ganho
de peso inferior em inoculagdes com Salmonella Enteritidis.

Com 10, 20 e 28 dias, pode-se afirmar que 0s pesos
médios foram abaixo das recomendacdes da linhagem, exceto
no grupo controle. E possivel verificar variagdes mais
acentuadas entre lotes sexados, entretanto o peso médio
recomendado é de 210 gaos 10dias, 540a620 g com20dias
e950a1.130gcom28dias (BUT, 2006b).

Houve diferenca significativa na conversao alimentar
(P<0,05) entre os grupos aos dez dias de idade (Tabela 6),

Tabela 5 - Peso médio de perus de corte ao 12, 102 202 e 282 dia
de idade

Vias de inoculacdo 12 dia 109 dia 209 dia 289 dia

Controle 63,95A 210,15A  548,98A 977,47
Casca 60,07B 154,49B 438,64B 811,67
Agua 62,41A 187,14A 472,70AB 927,62

CV(%) 3,11 12,65 12,69 16,98
Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5%.

Tabela 6 - Conversdo alimentar de perus de corte ao 109, 202 e
282 dia de idade

Vias de inoculacdo 109 dia 209 dia 289 dia
Controle 1,12A 1,55 1,74
Casca 1,46B 1,55 2,16
Agua 1,26A 2,14 1,46

Letras diferentes namesma coluna diferem estatisticamente pelo teste Tukey (5%).

de modo que, no grupo submetido ainoculacéo na casca do
ovo, aconversdo alimentar foi pior em relacdo ao tratamento
que recebeu o patégeno na dgua e ao grupo controle. No
entanto, a recomendacdo para a linhagem em estudo é de
0,93 a 0,98 na primeira semana; 1,22 a 1,26 na segunda
semana; 1,35a1,42 daterceirasemanae 1,44a1,55naquarta
semana (BUT, 2006b).

Apior conversao aos 10 dias de vida pode ser atribuida
as alteracdes morfométricas das células epiteliais do
intestino causadas pela Salmonella Enteritidis no duodeno
e jejuno, locais onde ocorre maior nivel de absorcéo.

Conclusdes

A contaminacdo da casca do ovo antes da incubacdo
aumenta a incidéncia de infeccdo ao nascimento. A
frequénciade isolamento de Salmonella Enteritidis persiste
até 28 dias de idade. A patogénese da infeccdo envolve a
colonizagdo intestinal. Por outro lado, a contaminacdo de
perus pelaagua, que simulariaacontaminacao no galpao de
criacdo, geraaves infectadas, poréma infec¢cdo reduz com
0 avancar da idade. Na criacdo de perus, infeccBes por
Salmonella causam reducdo de desempenho, com menor
peso corporal, maior conversdo alimentar e menor peso de
intestino. As aves desafiadas apresentam desempenho
inferior aos padrdes da linhagem. Salmonella Enteritidis
afeta a integridade das estruturas das células intestinais,
alterando os indices histomorfométricos.
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