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RESUMO.- A Salmonelose é uma importante zoonose, con-
siderada a principal causa de infecções bacterianas, sendo 
associada ao consumo de produtos avícolas. Como alter-
nativa de controle, ácidos orgânicos têm sido amplamente 
usados. No entanto, pouco se conhece sobre o estado imu-
nológico de aves de produção, e uma avaliação deste status 
é necessária para proteger frente a enfermidades e para ga-
rantir à aplicação segura de agentes terapêuticos ou imuni-
zação pro�ilática. Este trabalho teve como objetivo veri�icar 
o comportamento do sistema imunológico das aves previa-
mente infectadas com Salmonella Enteritidis (SE) tratadas 
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Salmonellosis is an important zoonosis, considered the leading cause of bacterial infec-
tions, and is associated with the consumption of poultry products. As alternative control, 
organic acids have been widely used. However, little is known about the immune status 
of poultry production, and an evaluation of this status is necessary to protect against di-
sease and to ensure the safe application of therapeutic agents or prophylactic vaccina-
tion. This study aimed to verify the behavior of the immune system of birds previously 
infected with Salmonella Enteritidis (SE) treated with a compound of organic acids in di-
fferent concentrations administered via water and food, compared with the infected birds 
and untreated. One hundred and twenty broilers were orally inoculated with 1ml of SE at 
a concentration of 1.0x108 CFU/mL, at 1 and 2-days-old and divided into six treatments 
with two repetitions of 200, 400, 500 and 1000ppm organic acid. From 35-days-old birds 
of all groups were collected aliquots of 3mL of blood into a tube containing EDTA for the 
evaluation of immune cells by �low cytometry. We then analyzed the percentages of cir-
culating CD4+, CD8β+, MHC I+ MHC II+, TCRVβ1+, CD28+ + and TCRVβ2. For microbiological 
analysis were collected caecal tonsils of these birds. We found that organic acids in dosa-
ges 1000ppm 500ppm in water and in feed for 2 to 7 days before slaughter, respectively, 
were effective in reducing SE infection in broilers, proven by microbiological method and 
demonstrated through the behavior of immune cells. The infected birds showed a lower 
proportion of circulating T helper cells compared with infected poultry, but treated with 
AO or with the uninfected group. The same trend can be observed for CD28+ cells, and MHC 
IIbright+ TCRVβ 1+, and with lower resolution, for CD8β+.
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com um composto de ácidos orgânicos em diferentes con-
centrações administrado via água e ração comparando com 
as aves infectadas e não tratadas. Foram inoculados 120 
frangos de corte com 1mL de SE, via oral, na concentração 
de 1,0 x 108 UFC/mL, no 1º e 2º dia de idade, divididos em 
seis tratamentos com duas repetições, utilizando 200, 400, 
500 e 1000ppm do ácido orgânico. Aos 35 dias de vida das 
aves, foram coletados, de todos os grupos, alíquotas de san-
gue de 3mL em tubo contendo EDTA para a avaliação das 
células imunes através de citometria de �luxo. Foram anali-
sadas as porcentagens circulantes de células CD4+, CD8β+, 
MHC I+, MHC II+, TCRVβ1+, TCRVβ2+ e CD28+. Para análise 
microbiológica foram coletadas tonsilas cecais destas aves. 
Observou-se com esse estudo que os ácidos orgânicos nas 
dosagens 1000ppm na água e 500ppm na ração durante, 
dois e sete dias respectivamente antes do abate, foram e�i-
cazes na redução da infecção por SE em frangos de corte, 
comprovadas pelo método microbiológico e demonstradas 
através do comportamento das células do sistema imune. 
No presente estudo as aves infectadas apresentaram uma 
proporção menor de células T auxiliares circulantes quan-
do comparadas às aves infectadas, mas tratadas com o AO 
ou com o grupo não infectado. A mesma tendência pode ser 
observada para as células CD28+, TCRVβ1+ e MHC IIbright+, e, 
com menor resolução, para CD8β+.

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Salmonelose, Salmonella Enteritidis, con-
trole, sistema imunológico, citometria de �luxo.

INTRODUÇÃO
A Salmonelose é uma das principais causas de infecções 
bacterianas de origem alimentar em humanos e está asso-
ciada a diversas fontes, no entanto o consumo de produtos 
avícolas, como ovos e carnes são amplamente correlaciona-
dos (Old�ield 2001). No período de 2000 a 2005, a Salmo-
nella Enteritidis (SE) foi o sorotipo mais isolado em abate-
douros de aves nos Estados Unidos (Altekruse et al. 2006). 
No sul do Brasil a SE foi o sorotipo predominante em in-
fecções alimentares em humanos (Vaz et al. 2007, Oliveira 
et al. 2009, 2010). Este patógeno pode infectar as aves por 
várias formas, nas quais as mais relacionadas à infecção 
do plantel são a água, alimento e ambiente contaminado 
(Flôres 2001).

Nas últimas décadas a principal forma de controle de 
enfermidades bacterianas em granjas avícolas foi os anti-
microbianos. No entanto, o uso destas drogas como medida 
preventiva tem sido questionada uma vez que extensos re-
latos surgiram sobre a resistência aos antimicrobianos en-
tre bactérias patogênicas (Parry 2003). Cox & Pavic (2010) 
mostraram que alguns antibióticos podem facilitar a colo-
nização, aumentar a excreção e prolongar a disseminação 
de Salmonella spp. Desta forma, a proibição de diversos 
antibióticos na avicultura tem gerado a necessidade do de-
senvolvimento de novas formas de controle das infecções 
bacterianas.

Neste contexto, probióticos e ácidos orgânicos, dentre 
outros, têm sido propostos como candidatos a preencher 
esta lacuna (Kabir 2009). Probióticos foram de�inidos 
como aditivos compostos por micro-organismos vivos 

que, quando administrados em quantidades adequadas, 
conferem bene�ício à saúde do hospedeiro modulando o 
sistema imune (Gaggìa 2010). No entanto, alguns estudos 
demonstraram que eles não são efetivos no tratamento de 
aves infectadas com Salmonella spp. (Mead 2000). Os áci-
dos orgânicos têm sido amplamente usados na avicultura e 
quando administrados na água ou alimento tem capacida-
de de eliminar bactérias através da redução do pH e pela di-
minuição da capacidade de aderência da �ímbria bacteriana 
à  parede intestinal (Wales 2010). Entretanto, assim como 
os antibacterianos, os acidi�icantes têm induzido o desen-
volvimento de cepas de Salmonella spp. resistentes (Heres 
et al. 2004, Dunkley et al. 2009).

O produto utilizado neste trabalho tem em sua compo-
sição ácido cítrico, ascórbico e lático e vem sendo empre-
gado como alternativa ao controle bacteriano em avicultu-
ra. O seu mecanismo de ação é pela interação através do 
contato com a membrana celular bacteriana promovendo 
alterações na permeabilidade seletiva causando a morte da 
bactéria por lise osmótica (Ostermann 2005).

 O sistema imune pode ser separado em inato e adap-
tativo, que trabalham juntos no combate e eliminação dos 
possíveis agentes patogênicos. Geralmente a ativação do 
sistema imune diminui o desempenho das aves modernas e 
para maximizar a e�iciência produtiva ele deve ser mantido 
vigilante e ativado apenas quando requerido. Uma vez ati-
vado, a resolução rápida ou transição rápida do inato para 
o adaptativo é desejável para minimizar as perdas de pro-
dutividade (Buehler 2008)

Contudo, pouco se conhece sobre o estado imunológico 
de aves de produção, aparentemente saudáveis, e que são 
constantemente imunizadas e passam por intensos pro-
cessos de seleção de características zootécnicas desejáveis 
(Bridle et al. 2006). As populações de linfócitos do sangue 
periférico parecem ser bons marcadores para avaliar a imu-
nocompetência dos animais, incluindo aves. Sabe-se, por 
exemplo, que a proporção CD4:CD8 é reduzida em aves cria-
das comercialmente quando comparadas com aves “Speci�ic 
Pathogen Free” (SPF), parâmetro que indica menor imuno-
competência, como aumento na suscetibilidade as diversas 
enfermidades (Ewald et al.1996, Bridle et al. 2006).

Em situações de desa�io, as subpopulações de linfócitos 
circulantes ajudam a compreender a patogenia e evolução 
das infecções, e como controlá-las. Assim, por exemplo, a 
subpopulação de linfócitos T citotóxicos no baço de gali-
nhas é maior em aves criadas em granjas avícolas do que 
em aves que cresceram em laboratório (Erf 1998), bem 
como em aves estimuladas por diferentes antígenos (Par-
mentier et al. 1995). 

A avaliação dos padrões imunológicos de aves criadas 
comercialmente é necessária para proteger contra doenças 
associadas com manejo intenso e para garantir a aplicação se-
gura de agentes terapêuticos visando à imunização pro�ilática 
(Dietert 1994). Esta é atualmente realizada, sobre o sistema 
imune em situações comerciais, como sorologia e aferição 
do tamanho de órgãos linfóides e possa não ser tão sensíveis 
quanto o desejado, ou tampouco ter a capacidade de elucidar 
o mecanismo das alterações ocasionadas pelos agentes pato-
gênicos (Heckert et al. 2002, Bolis et al. 2003, Mendonça et 



Pesq. Vet. Bras. 32(6):495-502, junho 2012

497Comportamento de células do sistema imune frente ao desa�io com Salmonella Enteritidis em aves

al. 2009). As avaliações realizadas na maior parte dos estudos 
voltados à imunofenotipagem de linfócitos aviários estão fo-
cadas em amostras do baço e timo, havendo alguns poucos es-
tudos sobre as populações celulares circulantes, de mais fácil 
avaliação (Bridle et al. 2006, Fair et al. 2008).

A citometria de �luxo é uma técnica que permite anali-
sar o fenótipo celular. Eles são capazes de ler ao menos os 
parâmetros de tamanho e granulosidade celular e alguns 
comprimentos de onda.

O citômetro avalia cada célula individualmente, gra-
vando vários parâmetros sobre a mesma célula. Assim, é 
permitido identi�icar uma população homogênea dentro de 
uma população heterogênea, ao contrário de espectro�luo-
rímetros, por exemplo, que avaliam a população como um 
todo (Beirão 2011). 

Acredita-se que uma importante ferramenta utilizada 
para reduzir Salmonellas em aves é aumentar a resistência 
da ave para o organismo através da estimulação do sistema 
imunológico. A vacinação e a administração de citocinas/
quimiocinas e imunomoduladores têm sido os métodos 
utilizados para aumentar a resistência à infecção por Sal-
monella nas aves. Estudos mais aprofundados sobre o siste-
ma imunológico aviário auxiliarão no desenvolvimento de 
métodos mais e�icazes para estimular a imunidade efetiva 
e melhorar as chances para uma criação de aves livres de 
salmonelas. Este micro-organismo é considerado patógeno 
intracelular, sendo que a imunidade celular desempenha 
um papel importante na imunidade protetora contra infec-
ções (Holt et al. 2010).

O objetivo deste estudo foi veri�icar o comportamento 
do sistema imunológico das aves infectadas com Salmo-
nella Enteritidis (SE) que receberam tratamento com áci-
dos orgânicos (AO) em diferentes concentrações adminis-
trado via água e ração comparando com as aves infectadas 
e não tratadas com este composto.

MATERIAL E MÉTODOS
Avaliação in vivo

O experimento foi conduzido no bloco experimental do Labo-
ratório Central de Diagnóstico de Patologias Aviárias situado no 
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Maria, Brasil. 
Foram alojados em baterias 120 fêmeas de corte, com um dia de 
idade, da linhagem Cobb divididas em seis tratamentos com duas 
repetições. A dieta utilizada foi à base de milho e farelo de soja 
sem a adição de substâncias antimicrobianas. Os frangos foram 
inoculados com 1mL via oral de SE contendo 1,0 x 108 UFC/mL no 
1º e 2º dia de idade. 

O desenho experimental foi composto pelos seguintes tra-
tamentos: (T1) aves não desa�iadas; (T2) aves desa�iadas e não 
tratadas; (T3) aves desa�iadas e tratadas com 200ppm de AO via 
ração dos 29 aos 35 dias e 1000ppm de AO via água dos 34 aos 
35 dias de idade; (T4) aves desa�iadas e tratadas com 1000ppm 
de AO via água dos 34 aos 35 dias de idade; (T5) aves desa�iadas 
e tratadas com 500ppm na ração dos 29 aos 35 dias de idade; e 
(T6) aves desa�iadas e tratadas com 400ppm de AO via água dos 
34 aos 35 dias de idade.

Coleta de sangue e necropsia
A coleta de sangue dos frangos foi realizada aos 35 dias de 

vida das aves com seringa e agulha estéreis, utilizando-se dos pro-
tocolos-padrão de contenção dos animais e assepsia (FAO 2002) 

através de punção cardíaca. Após a coleta, alíquotas do sangue de 
3mL foram então colocadas em tubo de ensaio de 10cm sem vá-
cuo contendo anticoagulante (EDTA).

Após a coleta as aves foram eutanasiadas, necropsiadas e ton-
silas cecais foram coletadas assepticamente para análises micro-
biológicas. 

O projeto foi registrado e aprovado pelo Comitê de Ética e 
Bem-Estar Animal da UFSM sob o número 016/2010.

Avaliação dos componentes do sistema imune
A avaliação das células imunes foi realizada pela técnica de 

citometria de �luxo, na Universidade Federal do Paraná (UFPR), 
Curitiba. Foram analisadas as porcentagens circulantes de células 
CD4+, CD8β+, MHC I+, MHC II+, TCRVβ1+, TCRVβ2+ e CD28+. Prece-
dendo-se as análises pelo citômetro de �luxo, as células mononu-
cleares são separadas dos demais componentes do sangue, e em 
seguida são marcadas por anticorpos especí�icos. Segue-se uma 
breve descrição da metodologia.

Isolamento das células mononucleares e marcação para aná-
lise por citometria de �luxo

Células mononucleares foram separadas do sangue total atra-
vés de separação por gradiente de densidade utilizando Ficoll 
(Histopaque-1077®, Sigma-Aldrich), baseado em protocolo pre-
viamente estabelecido por Fair et al.(2008). Em síntese, o sangue 
foi diluído 1:1 em PBS (solução salina tamponada e fosfatada com 
pH 7,4) para um volume �inal de 2mL. Essa diluição é adicionada 
acima do 1mL de Ficoll em um tubo estéril de 15mL (de plástico 
graduado tipo Falcon). As amostras foram centrifugadas em cen-
trífuga (5804 R Eppendorf) a 400xg, por 30 minutos a tempera-
tura ambiente. 

A capa �logística resultante foi então coletada e transferido 
para outro tubo de 15mL. As células foram lavadas duas vezes 
com 4mL de PBS e centrifugadas a 400xg por 7 minutos. O sedi-
mento �inal foi ressuspendido em 1mL de solução de paraformal-
deído em PBS 1% para a �ixação das células. Trinta minutos após a 
ressuspensão, as células foram centrifugadas a 400xg por 7 minu-
tos, o sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas duas 
vezes com PBS e centrifugadas nas mesmas condições anterior-
mente descritas. O sedimento �inal foi ressuspendido em PBS com 
BSA (albumina de soro bovino - Sigma-Aldrich) 1%. As células fo-
ram contadas utilizando uma câmara de Neubauer (NewOptics). 

Marcação única foi realizada para todos os anticorpos usan-
do anticorpo primário diluído 1:10 em PBS (pH 7,4) (anticorpos 
nas seguintes concentrações: 0,5mg/mL para os anticorpos con-
jugados com isotiocianato de �luoresceína (FITC). A diluição foi  
homogeneizada com 106 células mononucleares e mantida à tem-
peratura ambiente em local escuro por 20 minutos. Após a incu-
bação, as células foram lavadas com 2mL de PBS, centrifugadas a 
400xg por 7 minutos. O sobrenadante foi descartado. As células 
receberam o anticorpo secundário (1μL de diluição de 1:1000) ou 
Estreptavidina FITC (concentração de 0,5 mg/mL) (diluído 1:10), 
de acordo com a especi�icação de cada anticorpo. As células fo-
ram mantidas por 20 minutos em temperatura ambiente em local 
escuro, e em seguida lavadas com 2mL de PBS e centrifugadas. O 
sedimento �inal foi ressuspendido em 250μL de PBS com BSA 1%. 

Anticorpos
Os anticorpos monoclonais primários anti-proteínas de su-

per�ície celular de frangos foram adquiridos da Southern Biotech-
nology Associates, Inc. USA. O Anticorpo secundário (usado para 
MHC classe II e para anticorpo controle isotípico) foi Fluoresceína 
(FITC) Af�iniPure fragmento F(ab’)2 de cabra anti-camundongo 
IgG+IgM (H+L) (Accurate Chemical & Scienti�ic Corp.) Conjugado 
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de Streptavidina FITC (para anticorpos primários biotinilados) 
(Southern Biotech), especí�ico para d-Biotina, de Streptomyces 
avidinii. 

Citometria de �luxo
Todas as amostras passaram por citometria dentro de 4 horas 

após a marcação. A citometria de �luxo foi realizada em um citô-
metro de �luxo FACSCalibur® (Becton Dickinson). Fluorescência 
verde (FITC) foi detectada no canal FL1 (nm 530/30) (Fig.1). As 
células foram analisadas em pelo menos 10.000 eventos no gate 
de linfócitos (com base na dispersão frontal (FSC) e lateral (SSC), 
o que inclui trombócitos contaminantes, de morfologia muito se-
melhante aos linfócitos (BOHLS et al. 2006). Os dados foram anali-
sados com o software FlowJo® (TreeStar) ou WinMDI 2.9 (Joseph 
Trotter). 

Análise microbiológica
As amostras de tonsilas cecais coletadas foram submetidas 

à fenotipagem para Salmonella spp. conforme o protocolo re-
comendado pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abaste-
cimento (MAPA) (BRASIL 2003), o qual consiste dos seguintes 
procedimentos: pré-enriquecimento em água peptonada4 1% 
(37°C/24h), enriquecimento seletivo nos caldos rappaport-vas-
siliadis1 (42ºC/24h) e tetrationato1 acrescido de solução verde 
brilhante e iodo-iodeto (37°C/24h), semeadura em ágar verde 
brilhante e ágar xilose lisina desoxicolato1 (37°C/24h). Após 
foi observada a presença ou ausência de colônias com caracte-
rísticas fenotípicas de Salmonella spp., e submetidas à análise 
bioquímica em ágar tríplice de açúcar e ferro1, ágar lisina-ferro1, 
meio sim1 (syulphide indol motility), caldo uréia1 e citrato de 
Simmons1.

Análise estatística
A porcentagem média, desvio padrão, teste ANOVA e o teste de 

Tukey/Kramer foram utilizados para averiguar as diferenças esta-
tísticas entre os tratamentos na avaliação por citometria de �luxo 
(P≤0.05) utilizando o programa StatView (SAS Institute Inc.).

Os resultados da presença/ausência de SE foram comparados 
utilizando o teste Qui-quadrado (χ²) para determinar a diferença 
entre os tratamentos (P≤0,05). O teste foi realizado utilizando-se 
o programa estatístico SAS Versão 9.2 (SAS 2010).

RESULTADOS
Em frangos de corte experimentalmente infectados com SE 
foi constatado que aos 35 dias de idade houve uma redução 
na presença de SE em cecos das aves tratados com AO tanto 
via água como ração quando utilizados nas concentrações 
de 1000ppm e 500ppm respectivamente (Quadro 1).

Os resultados da avaliação do sistema imune através da 
citometria de �luxo realizadas neste estudo (Fig.2) concor-
dam com as observações microbiológicas da ação do pro-
duto encontradas no presente trabalho. O grupo controle 
negativo (T1) teve a maior quantidade média de linfócitos 
T CD4+, CD8β+, MHC IIbright+ e, juntamente com o T4 TCRVβ1+ 

que reduziu em 95 % a presença de SE.
No presente estudo as aves infectadas apresentaram 

uma proporção menor de células T auxiliares circulantes 
quando comparadas às aves infectadas, mas tratadas com o 
AO ou com o grupo não infectado. A mesma tendência pode 
ser observada para as células CD28+, TCRVβ1+ e MHC IIbri-

ght+, e, com menor resolução, para CD8β+.
Nas marcações citadas, pode ser observada uma dimi-

nuição na quantidade dessas células quando na presença da 

infecção e um retorno gradual à condição do grupo controle 
entre o grupo T2 e T4, quando o tratamento tornou-se efe-
tivo em reduzir a carga bacteriana. O grupo T6 não obteve 
sucesso em eliminar as bactérias apresentando resultados 
similares à T2, como observado na análise microbiológica 
e imunológica. Embora o T5 tenha sido capaz de reduzir a 
quantidade de SE isoladas, a avaliação imunológica não de-
monstrou relação referente a essa diminuição, aparecendo 
T5 com níveis de células similares ao grupo infectado para as 
marcações já discutidas, embora haja sinais de recuperação 
em CD8β+, TCRVβ1+ e altos índices em MHC IIbright+.

DISCUSSÃO
A redução de SE no ceco dos frangos de corte avaliada nes-
te trabalho concorda com diversos autores que relataram 
e�iciência dos AO no controle de infecções por SE, Cam-
pylobacter e outros agentes (Heres et al. 2004, Ostermann 
2005, Bassan et al. 2008).

Segundo a literatura, o uso de ácidos orgânicos na água 
antes do abate dos animais (Byrd et al. 2001) administra-
dos via ração (Pickler 2011) pode ser uma alternativa viá-
vel para redução de micro-organismos patogênicos e tam-
bém apresentar resultados satisfatórios de ganho de peso 
médio (GPM) e conversão alimentar (CA).  Além disso, o úl-
timo autor sugere que a via de administração dos AO (água 
ou ração) foi e�icaz, mas pode ter respostas diferentes de-
pendendo da interação do micro-organismo estudado com 
o hospedeiro e a microbiota intestinal. Nava et al. (2009) 
utilizando técnicas moleculares indicaram que o uso de AO 
na água de frangos por 22 dias consecutivos, afeta a popu-
lação microbiana no íleo e que, animais tratados com AO 
apresentaram maior número de Lactobacillus e de bacté-
rias totais. 

Os AO associados com atividade antimicrobiana são 
os ácidos graxos de cadeia curta, tanto monocarboxílicos, 
como fórmico, acético, propiônico e o butírico ou carboxi-
lados com o grupo hidroxila como lático, málico, tartárico e 
o cítrico. Acredita-se que o eles exercem atividade antimi-
crobiana devido a redução do pH no interior da célula mi-
crobiana. No ambiente celular, o ácido se dissocia alterando 
o pH citoplasmático, afetando o metabolismo e levando a 
morte da  bactéria (Ostermann 2005). 

Quadro 1. Teste Qui-quadrado (χ2) comparando o percentual 
de aves positivas para Salmonella Enteritidis nos diferentes 

tratamentos

 Tratamentos Positivos/N % de positivos

 T1 - Aves não desa�iadas; 0/20 0%b

 T2 - Aves desa�iadas e não tratadas; 10/20 50%a

 T3 - Aves desa�iadas e tratadas com 200ppm 5/20 25%b,c

  de AO via ração dos 29 aos 35 dias e 1000ppm  
  de AO via água dos 34 aos 35 dias de idade;  
 T4 - Aves desa�iadas e tratadas com 1000ppm 1/20 5%b

  de AO via água dos 34 aos 35 dias de idade;  
 T5 - Aves desa�iadas e tratadas; com 500ppm 1/20 5%b

  na ração dos 29 aos 35 dias de idade;  
 T6- Aves desa�iadas e tratadas com 400ppm  12/20 60%a

  de AO via água dos 34 aos 35 dias de idade.  

a,b,c Médias seguidas por letras diferentes na coluna, diferem pelo teste do 
χ2. (P=0,0001); N: 20 aves por tratamento, total: 120 aves.
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Alguns AO não necessitam reduzir o pH no citoplasma 
para exercer sua atividade antimicrobiana. Por exemplo, no 
caso do ácido sórbico, que não reduz o pH citoplasmático e 
acredita-se que a membrana citoplasmática seja o primeiro 
sítio de ação deste ácido (Stratford et al. 2009). A lesão da 
membrana, a perda da sua integridade e o aumento da per-
meabilidade a prótons, levam a morte do micro-organismo. 
Neste sentido, AO são utilizados na alimentação animal 
para melhorar o desempenho e para controlar a população 
de micro-organismos patogênicos no intestino, em siste-
mas de manejo intensivo. Suas vantagens além da produção 
de ácidos graxos de cadeia curta, vitaminas e aminoácidos 
é que também irá atuar como mecanismo de exclusão com-
petitiva, desenvolvimento de defesas intestinais como o 
muco, estimulação e proliferação de células epiteliais intes-
tinais (enterócitos). Assim, são empregados para melhorar 
o desempenho zootécnico das aves e como moduladores da 
microbiota intestinal (Pickler 2011).

O uso de citometria de �luxo para avaliar as subpopulações 
de linfócitos de aves é considerado como altamente sensível, e 
os anticorpos disponíveis comercialmente são bastante espe-
cí�icos sendo que a precisão da avaliação da imunocompetên-
cia é superior a outros métodos, como, por exemplo, o leuco-
grama comum, a medida do tamanho de barbela após injeção 
de um agente de desa�io ou a aferição do tamanho da bursa 
(Bridle et al. 2006, Fair et al. 2008, Beirão 2011).

A proporção linfócitos T CD4+, CD8β+, MHC IIbright+ e,  
TCRVβ1+   para  os grupos T1 e T4 após a avaliação pela ci-

tometria de �luxo concordaram com os achados de Pickler 
(2011) testando aves com 21 dias de idade, após 7 dias de 
inoculação com SE e tratados com AO via ração e aos re-
sultados de Beirão (2011) que comparou aves comuns de 
diferentes linhagens versus aves “Speci�ic Pathogen Free” 
entre 1 dia e 60 semanas frente ao desa�io com SE. 

A imunidade contra Salmonelas aviárias envolve o des-
locamento de subpopulações de linfócitos T CD4+ e CD8+ 
para o local da infecção (Van Immerseel et al. 2002, Barua 
& Yoshimura 2004) e consequente redução na quantida-
de circulante dessas células (Asheg et al. 2003). A defesa 
imunológica das aves envolve linfócitos T dos três tipos de 
receptor TCR (γδ, αβ Vβ1 e αβ Vβ2). As células TCRVβ1 ex-
pressam menores quantidades de CD28 do que as células 
TCRVβ2, indicando menor grau de ativação destas. Ambos 
os TCRαβ podem expressar em sua super�ície CD4 simulta-
neamente com CD8αα. Após a imunização, um aumento na 
quantidade circulante de TCR está associado à montagem 
de resposta protetora e efetiva proteção quando submetido 
ao desa�io. Todavia, respostas distintas podem ser observa-
das entre a imunização e o desa�io (Berndt 2006). 

Cada anticorpo primário utilizado de�ine um grupo de 
células de acordo com a respectiva função. O CD4 reconhe-
ce linfócitos T auxiliares (CD4+) (Chan 1988), e, especial-
mente em aves, uma população relativamente grande de 
células CD4+/CD8+ (duplo-positivas) (Luhtala et al. 1997).

Receptores CD8 são compostos de um dímero de mo-
léculas α e β (Chan 1988), portanto, são CD8αα ou CD8αβ 

Fig.1. Grá�icos representativos da avaliação citométrica dos parâmetros 
imunológicos. 

Nota: *Todas as amostras eram lidas no canal FL1H (nm530/30).**FL2H - 
Canal de leitura (nm585/42); Strepta FITC - Conjugado de estreptavi-
dina FITC para anticorpos primários biotilinados; Células circulantes 
analisadas: CD4+, CD8β+, MHC I+, MHC II+, TCRVβ1+, TCRVβ2+ e CD28+.
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(Tregaskes 1995). Isso é relevante porque células citotóxi-
cas têm os receptores CD8αβ, que são capazes de interagir 
com o MHC I, enquanto que as células duplo-positivas ex-
pressam a molécula CD8αα (Luhtala et al. 1997). Asheg et 
al (2003) demonstraram haver uma redução no número de 
células CD4+ e CD8+ no sangue periférico de galinhas infec-
tadas com SE em comparação com o grupo controle não-
-infectado. Em aves vacinadas e submetidas à infecção com 
SE houve aumento na quantidade de células citotóxicas no 
ceco das aves (Berndt 2006), indicando que pode haver saí-
da de células da circulação com destino ao tecido desa�iado.

 Segundo Berndt (2006) a capacidade dos sorotipos de 
Salmonella entrarem na mucosa cecal e a invasão de cama-
das inferiores afeta tanto o nível quanto a natureza da res-
posta imune no tecido. A SE possui alta capacidade invasi-
va e pode facilmente ser encontrada nas células da lâmina 
própria, aumentando o recrutamento de granulócitos, célu-
las CD8+ e interleucinas.

Galinhas têm três diferentes receptores de linfócito T 
(TCR), TCR γδ (TCR1), TCR αβ Vβ1 (TCR2) e TCR αβ Vβ2 
(TCR3). Neste trabalho, os dois últimos marcadores foram 
utilizados. Cada célula individual expressa apenas um tipo 
de TCR em sua super�ície, e os três tipos são capazes de 
estarem presentes tanto em células CD4 quanto CD8 (Da-
vison et al. 2008, Berndt 2006). Acredita-se que o TCR2 
esteja envolvido na imunidade de mucosa, ao estimular a 
produção de IgA (Cihak et al. 1993, Zekarias et al. 2002). 
Supõe-se que um grande estímulo infeccioso poderia ter 
provocado a saída de células TCR2 da circulação.

O CD28 é um receptor de coestimulação da ativação de 
células T quando esta entra em contato com células apre-
sentadoras de antígeno (APCs). A interação entre CD28 e 
B7 (nas APCs) é essencial para a montagem da resposta 
imune (Linsley & Ledbetter 1993). Uma redução na propor-

ção de CD28 circulante é visto na fase aguda de processos 
infecciosos devido ao destinamento dessas células para os 
órgãos linfóides secundários, em um processo conhecido 
como homing, ou devido à excessiva ativação e consequen-
te senescência das células, em um processo em que a molé-
cula CD28 é perdida (Papagno et al. 2004). Pode-se supor 
que este tenha sido o que ocorreu no presente estudo. A 
quantidade circulante de CD28 foi reduzida quando os ani-
mais foram desa�iados e não foram submetidos a qualquer 
tratamento (T2), o que poderia signi�icar, portanto, homing 
ou ativação dessas células. Porém quando os animais foram 
submetidos a tratamento com AO (T3 e T4), parece ter ha-
vido recuperação dos níveis sanguíneos dessas células.

Cerca de 10% dos linfócitos são positivos para MHC 
II, e desses, aparentemente cerca de 90% são linfócitos 
B (Hála 1981). A marcação para MHC II também demons-
tra uma subpopulação que tem alta expressão dessas mo-
léculas (denominada de MHC IIbright+). Acredita-se que a 
população MHC IIbright+ seja composta principalmente por 
células dendríticas, a principal APC, mas também por mo-
nócitos que já foram ativados, ou seja, estão expressando 
antígenos estranhos acoplados ao MHC (Davison 2008). 
Pode-se supor que o processo de homing possa também 
ter algum papel na redução da quantidade circulante des-
sas células ativadas.

Muitos estudos em camundongos e humanos têm de-
monstrado um declínio na função do sistema imunológico 
com a idade resultando em um aumento da incidência de 
doenças infecciosas, não infecciosas e mortalidade. A quan-
tidade e proporção de subpopulações de células T têm sido 
relacionadas com a susceptibilidade à doença. Portanto, 
a compreensão relacionada à imunocompetência com a 
idade através da avaliação de populações de linfócitos T 
circulantes em frangos, aparentemente saudáveis, criados 

Fig.2. Quantidade circulante dos diversos subtipos celulares estudadas neste trabalho em aves infectadas experimentalmente com Salmonella Enteritidis 
de acordo com os tratamentos.

Nota: (T1) Aves não desa�iadas; (T2) Aves desa�iadas e não tratadas; (T3) Aves desa�iadas e tratadas com 200ppm de AO via ração dos 29 aos 35 dias e 
1000ppm de AO via água dos 34 aos 35 dias de idade; (T4) Aves desa�iadas e tratadas com 1000ppm de AO via água  dos 34 aos 35 dias de idade; (T5) 
Aves desa�iadas e tratadas com 500ppm na ração dos 29 aos 35 dias de idade; (T6) Aves desa�iadas e tratadas com 400ppm de AO via água dos 34 aos 
35 dias de idade.“a”,” b” e “c” indicam diferenças estatísticas entre os grupos. “ab” e “bc” indicam grupos não estatisticamente diferentes de “a”,” b” e “c”. 
Teste de Tunkey/Kremer.
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comercialmente é de fato relevante para o desenvolvimen-
to de estratégias de melhoramento, bem como promover 
medidas de saúde para o plantel (Bridle et al. 2006). Neste 
estudo foram utilizadas aves com 35 dias de idade, consi-
deradas jovens. Analisando-se o papel de linfócitos T CD4+ 
e CD8+ no fornecimento de resposta imunológica contra 
infecções percebe-se que quando existe uma diminuição 
por diversos fatores, a suscetibilidade para a Salmonelose 
aumenta (Kamalavenkatesh et al. 2005). 

Notavelmente, as reações de células T e as respostas da 
imunidade celular parecem ser de importância central para 
a defesa contra infecções por Salmonella em frangos (Bern-
dt 2006).

Portanto, conhecer o funcionamento imunológico é de 
fundamental importância já que o estado imune tem um 
papel crítico na defesa da ave contra patógenos. Como nos 
mamíferos, o sistema imune das aves é complexo e com-
preende uma série de células e fatores solúveis que devem 
trabalhar juntos para produzir uma resposta imune prote-
tora. Ainda deve se levar em consideração que a indução 
da resposta imune é diferente entre os diversos patógenos, 
incluindo diferenças signi�icativas também entre os soroti-
pos, como é o caso das Salmonellas que possuem habilida-
de de induzir respostas diferentes dependendo do sorotipo 
em questão (Chappell et al. 2009).

Diversos patógenos são endêmicos em regiões de pro-
dução avícola e a exposição a estes pode prejudicar as fun-
ções do sistema imune. Por isso manter o plantel em con-
dições de sanidade adequadas utilizando-se produtos que 
reduzem a carga bacteriana e que mantém níveis imunoló-
gicos adequados contribui para o melhor desempenho das 
aves e para a qualidade de produtos avícolas.

CONCLUSÕES
As dosagens de AO de 1000ppm na água e 500ppm na 

ração durante 2 e 7 dias, respectivamente, antes do abate, 
foram e�icazes na redução da infecção por SE em frangos de 
corte, comprovadas pelo método microbiológico e demons-
tradas através do comportamento das células do sistema 
imune.

O grupo T1 (controle não infectado) e o T4 (aves desa-
�iadas e tratadas com 1000ppm de AO via água dos 34 aos 
35 dias de idade) tiveram a maior quantidade média de lin-
fócitos T CD4+, CD8β+, MHC IIbright+ e TCRVβ1+.

O T5 (aves desa�iadas e tratadas com 500ppm de AO na 
ração dos 29 aos 35 dias de idade) foi capaz de reduzir a 
quantidade de SE isoladas, porém a avaliação imunológi-
ca não demonstrou correspondência constante a essa me-
lhora, aparecendo T5 com níveis de células similares ao T2 
(grupo infectado não tratado) embora com sinais de recu-
peração em CD8β+, TCRVβ1+ e altos índices em MHC IIbright+, 
indicando que pode haver saída de células da circulação 
com destino ao tecido desa�iado.

Ocorrência do efeito homing para redução de células 
CD28 e MHC IIbright+ circulantes.

Os grupos infectados têm maior proporção de células 
circulantes e um retorno gradual é observado quanto o tra-
tamento torna-se efetivo na redução da carga bacteriana.
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