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do sistema imune frente ao desafio com Salmonella Enteritidis em aves tratadas e ndo trata-
das com acidos organicos. Pesquisa Veterindria Brasileira 32(6):495-502. Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva, Centro de Ciéncias Rurais, Universidade Federal de Santa
Maria, Av. Roraima 1000, Santa Maria, RS 97105-900, Brazil. E-mail: fer_vetfb@yahoo.com.br

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 flow cytometry. We then analyzed the percentages of cir-
culating CD4*, CD8*, MHC I* MHC II*, TCRV1*, CD28** and TCRV2. 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
[Ibrishts TCRVB 1%, and with lower resolution, for CD83*.
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RESUMO.- A Salmonelose é uma importante zoonose, con-
siderada a principal causa de infec¢des bacterianas, sendo
associada ao consumo de produtos avicolas. Como alter-
nativa de controle, acidos organicos tém sido amplamente
usados. No entanto, pouco se conhece sobre o estado imu-
nolégico de aves de produgio, e uma avaliacdo deste status
é necessaria para proteger frente a enfermidades e para ga-
rantir a aplicacdo segura de agentes terapéuticos ou imuni-
zacdo profilatica. Este trabalho teve como objetivo verificar
o comportamento do sistema imunoldgico das aves previa-
mente infectadas com Salmonella Enteritidis (SE) tratadas
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com um composto de acidos orgdnicos em diferentes con-
centracdes administrado via 4gua e racdo comparando com
as aves infectadas e ndo tratadas. Foram inoculados 120
frangos de corte com 1mL de SE, via oral, na concentragdo
de 1,0 x 108 UFC/mL, no 12 e 22 dia de idade, divididos em
seis tratamentos com duas repeti¢des, utilizando 200, 400,
500 e 1000ppm do acido organico. Aos 35 dias de vida das
aves, foram coletados, de todos os grupos, aliquotas de san-
gue de 3mL em tubo contendo EDTA para a avaliacdo das
células imunes através de citometria de fluxo. Foram anali-
sadas as porcentagens circulantes de células CD4*, CD8{*,
MHC I*, MHC II*, TCRVB1*, TCRV[2* e CD28*. Para analise
microbiolégica foram coletadas tonsilas cecais destas aves.
Observou-se com esse estudo que os acidos organicos nas
dosagens 1000ppm na agua e 500ppm na ragdo durante,
dois e sete dias respectivamente antes do abate, foram efi-
cazes na reducdo da infec¢do por SE em frangos de corte,
comprovadas pelo método microbiol6gico e demonstradas
através do comportamento das células do sistema imune.
No presente estudo as aves infectadas apresentaram uma
proporg¢do menor de células T auxiliares circulantes quan-
do comparadas as aves infectadas, mas tratadas com o AO
ou com o grupo nao infectado. A mesma tendéncia pode ser
observada para as células CD28*, TCRVB1* e MHC IIsht+, g,
com menor resolucdo, para CD8f3*.

TERMOSDE INDEXACAO: Salmonelose, Salmonella Enteritidis, con-
trole, sistema imunoldgico, citometria de fluxo.

INTRODUCAO

A Salmonelose é uma das principais causas de infeccoes
bacterianas de origem alimentar em humanos e esta asso-
ciada a diversas fontes, no entanto o consumo de produtos
avicolas, como ovos e carnes sio amplamente correlaciona-
dos (Oldfield 2001). No periodo 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-
feccoes alimentares em humanos (Vaz et al. 2007, Oliveira
etal. 2009, 2010). Este patdgeno pode infectar as aves por
varias formas, nas quais as mais relacionadas a infecg¢ao
do plantel sdo a dgua, alimento e ambiente contaminado
(Flores 2001).

Nas ultimas décadas a principal forma de controle de
enfermidades bacterianas em granjas avicolas 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 resisténcia aos antimicrobianos en-
tre bactérias patogénicas (Parry 2003). Cox & Pavic (2010)
mostraram que alguns antibidticos podem facilitar a colo-
nizacdo, aumentar a excrecdo e prolongar a disseminacdo
de Salmonella spp. Desta forma, a proibicdo de diversos
antibiéticos na avicultura tem gerado a necessidade do de-
senvolvimento de novas formas de controle das infec¢bes
bacterianas.

Neste contexto, probidticos e acidos organicos, dentre
outros, tém sido propostos como candidatos a preencher
esta lacuna (Kabir 2009). Probiéticos foram definidos
como aditivos compostos por micro-organismos vivos
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que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficio a saide do hospedeiro modulando o
sistema imune (Gaggia 2010). No entanto, alguns estudos
demonstraram que eles ndo sao efetivos no tratamento de
aves infectadas com Salmonella spp. (Mead 2000). Os Aaci-
dos organicos tém sido amplamente usados na avicultura e
quando administrados na 4gua ou alimento tem capacida-
de de eliminar bactérias através da reducdo do pH e pela di-
minuicdo da capacidade de aderéncia da fimbria bacteriana
a parede intestinal (Wales 2010). Entretanto, assim como
os antibacterianos, os acidificantes tém 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-
sicdo acido citrico, ascorbico e latico e vem sendo empre-
gado como alternativa ao controle bacteriano em avicultu-
ra. O seu mecanismo de acdo é pela interacdo através do
contato com a membrana celular bacteriana promovendo
altera¢des na permeabilidade seletiva causando a morte da
bactéria por lise osmoética (Ostermann 2005).

O sistema imune pode ser separado em inato e adap-
tativo, que trabalham juntos no combate e eliminacdo dos
possiveis agentes patogénicos. Geralmente a ativacdo do
sistema imune diminui o desempenho das aves modernas e
para maximizar a eficiéncia produtiva ele deve ser mantido
vigilante e ativado apenas quando requerido. Uma vez ati-
vado, a resolucdo rapida ou transicdo rapida do inato para
o adaptativo é desejavel para minimizar as perdas de pro-
dutividade (Buehler 2008)

Contudo, pouco se conhece sobre o estado imunoldgico
de aves de produgdo, aparentemente saudaveis, e que sdo
constantemente imunizadas e passam por intensos pro-
cessos de selecdo de caracteristicas zootécnicas desejaveis
(Bridle et al. 2006). As populacdes de linfocitos do sangue
periférico parecem ser bons marcadores para avaliar a imu-
nocompeténcia dos animais, incluindo aves. Sabe-se, por
exemplo, que a proporg¢do CD4:CD8 é reduzida em aves cria-
das comercialmente quando comparadas com aves “Specific
Pathogen Free” (SPF), parametro que indica menor imuno-
competéncia, como aumento na suscetibilidade as diversas
enfermidades (Ewald et al. 1996, Bridle et al. 2006).

Em situacgdes de desafio, as subpopulacgdes de linfocitos
circulantes ajudam a compreender a patogenia e evolucdo
das infec¢bes, e como controla-las. Assim, por exemplo, a
subpopulagao de linfécitos T citotéxicos no bago de gali-
nhas é maior em aves criadas em granjas avicolas do que
em aves que cresceram em laboratoério (Erf 1998), bem
como em aves estimuladas por diferentes antigenos (Par-
mentier et al. 1995).

A avaliacdo dos padrdes imunoldgicos de aves criadas
comercialmente é necessaria para proteger contra doencas
associadas com manejo intenso e para garantir a aplicagao se-
gura de agentes terapéuticos visando a imunizacio profilatica
(Dietert 1994). Esta é atualmente realizada, sobre o sistema
imune em situagdes comerciais, como sorologia e aferi¢do
do tamanho de érgaos linféides e possa nio ser tdo sensiveis
quanto o desejado, ou tampouco ter a capacidade de elucidar
0 mecanismo das alteracdes ocasionadas pelos agentes pato-
génicos (Heckert et al. 2002, Bolis et al. 2003, Mendonga et
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al. 2009). As avaliagdes realizadas na maior parte dos estudos
voltados a imunofenotipagem de linf6citos aviarios estio fo-
cadas em amostras do bago e timo, havendo alguns poucos es-
tudos sobre as populagdes celulares circulantes, de mais fAcil
avaliacdo (Bridle et al. 2006, Fair et al. 2008).

A citometria de fluxo é uma técnica que permite anali-
sar o fenétipo celular. Eles sdo capazes de ler ao menos os
parametros de tamanho e granulosidade celular e alguns
comprimentos de onda.

O citometro avalia cada célula individualmente, gra-
vando varios parametros sobre a mesma célula. Assim, é
permitido identificar uma populagdo homogénea dentro de
uma populacdo heterogénea, ao contrario de espectrofluo-
rimetros, por exemplo, que avaliam a populagdo como um
todo (Beirdo 2011).

Acredita-se que uma importante ferramenta utilizada
para reduzir Salmonellas em aves é aumentar a resisténcia
da ave para o organismo através da estimulacdo do sistema
imunolégico. A vacinacdo e a administracao de citocinas/
quimiocinas e imunomoduladores tém sido os métodos
utilizados para aumentar a resisténcia a infeccdo por Sal-
monella nas aves. Estudos mais aprofundados sobre o siste-
ma imunolégico aviario auxiliardo no desenvolvimento de
métodos mais eficazes para estimular a imunidade efetiva
e melhorar as chances para uma criagio de aves livres de
salmonelas. Este micro-organismo é considerado patégeno
intracelular, sendo que a imunidade celular desempenha
um papel importante na imunidade protetora contra infec-
¢oes (Holt et al. 2010).

O objetivo deste estudo foi verificar o comportamento
do sistema imunoldgico das aves infectadas com Salmo-
nella Enteritidis (SE) que receberam tratamento com &ci-
dos organicos (AO) em diferentes concentracdes adminis-
trado via agua e ragdo comparando com as aves infectadas
e ndo tratadas com este composto.

MATERIAL E METODOS
Avaliacao in vivo

0 experimento foi conduzido no bloco experimental do Labo-
ratério Central de Diagnostico de Patologias Avidrias situado no
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Maria, Brasil.
Foram alojados em baterias 120 fémeas de corte, com um dia de
idade, da linhagem Cobb divididas em seis tratamentos com duas
repeticdes. A dieta utilizada foi a base de milho e farelo de soja
sem a adicdo de substancias antimicrobianas. Os frangos foram
inoculados com 1mL via oral de SE contendo 1,0 x 108 UFC/mL no
12 e 22 dia de idade.

O desenho experimental foi composto pelos seguintes tra-
tamentos: (T1) aves ndo desafiadas; (T2) aves desafiadas e nao
tratadas; (T3) aves desafiadas e tratadas com 200ppm de AO via
racdo dos 29 aos 35 dias e 1000ppm de AO via dgua dos 34 aos
35 dias de idade; (T4) aves desafiadas e tratadas com 1000ppm
de AO via agua dos 34 aos 35 dias de idade; (T5) aves desafiadas
e tratadas com 500ppm na ragdo dos 29 aos 35 dias de idade; e
(T6) aves desafiadas e tratadas com 400ppm de AO via agua 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-padrdo de contengdo dos animais e assepsia (FAO 2002)

através de puncdo cardiaca. Apés a coleta, aliquotas do sangue de
3mL foram entdo colocadas em tubo de ensaio de 10cm sem va-
cuo contendo anticoagulante (EDTA).

Apos a coleta as aves foram eutanasiadas, necropsiadas e ton-
silas cecais foram coletadas assepticamente para andlises micro-
biolégicas.

O projeto foi registrado e aprovado pelo Comité de Etica e
Bem-Estar Animal da UFSM sob o ntimero 016/2010.

Avaliacdao dos componentes do sistema imune

A avaliacdo das células imunes foi realizada pela técnica de
citometria de fluxo, na Universidade Federal do Parana (UFPR),
Curitiba. Foram analisadas as porcentagens circulantes de células
CD4+, CD8f*, MHC I, MHC II*, TCRVB1*, TCRVB2* e CD28". Prece-
dendo-se as anélises pelo citdmetro de fluxo, as células mononu-
cleares sdo separadas dos demais componentes do sangue, e em
seguida sdo marcadas por anticorpos especificos. Segue-se uma
breve descri¢cdo da metodologia.

Isolamento das células mononucleares e marca¢io para ana-
lise por citometria de fluxo

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

A capa flogistica resultante foi entdo 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 final foi ressuspendido em 1mL de solugio de paraformal-
deido em PBS 1% para a fixacdo das células. Trinta minutos ap6s a
ressuspensdo, 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 condigdes anterior-
mente descritas. O sedimento final foi ressuspendido em PBS com
BSA (albumina de soro bovino - Sigma-Aldrich) 1%. As células fo-
ram contadas utilizando uma camara de Neubauer (NewOptics).

Marcagdo unica foi realizada para todos os anticorpos usan-
do anticorpo primario diluido 1:10 em PBS (pH 7,4) (anticorpos
nas seguintes concentrac¢des: 0,5mg/mL para os anticorpos con-
jugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC). A diluicdo foi
homogeneizada com 10° células mononucleares e mantida a tem-
peratura ambiente em local escuro por 20 minutos. Apds a incu-
bacio, as células foram lavadas com 2mL de PBS, centrifugadas a
400xg por 7 minutos. O sobrenadante foi descartado. As células
receberam o anticorpo secundario (1uL de diluigdo de 1:1000) ou
Estreptavidina FITC (concentragdo de 0,5 mg/mL) (diluido 1:10),
de acordo com a especificacdo 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 final foi ressuspendido em 250pL de PBS com BSA 1%.

Anticorpos

Os anticorpos monoclonais primarios anti-proteinas de su-
perficie celular de frangos foram adquiridos da Southern Biotech-
nology Associates, Inc. USA. O Anticorpo secundario (usado para
MHC classe Il e para anticorpo controle isotipico) foi Fluoresceina
(FITC) AffiniPure fragmento F(ab’)2 de cabra anti-camundongo
IgG+IgM (H+L) (Accurate Chemical & Scientific Corp.) Conjugado
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de Streptavidina FITC (para anticorpos primarios biotinilados)
(Southern Biotech), especifico para d-Biotina, de Streptomyces
avidinii.

Citometria de fluxo

Todas as amostras passaram por citometria dentro de 4 horas
ap6s a marcacgdo. A citometria de fluxo foi realizada em um cito-
metro de fluxo FACSCalibur® (Becton Dickinson). Fluorescéncia
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 linfocitos (com base na dispersao frontal (FSC) e lateral (SSC),
o que inclui trombécitos contaminantes, de morfologia muito se-
melhante aos linfécitos (BOHLS et al. 2006). Os dados foram anali-
sados com o software Flow]Jo® (TreeStar) ou WinMDI 2.9 (Joseph
Trotter).

Analise microbiolégica

As amostras de tonsilas cecais coletadas foram submetidas
a fenotipagem para Salmonella spp. conforme o protocolo re-
comendado pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abaste-
cimento (MAPA) (BRASIL 2003), o qual consiste dos seguintes
procedimentos: pré-enriquecimento em agua peptonada* 1%
(37°C/24h), enriquecimento seletivo nos caldos rappaport-vas-
siliadis! (422C/24h) e tetrationato! acrescido de solu¢ido verde
brilhante e iodo-iodeto (37°C/24h), semeadura em agar verde
brilhante e agar xilose lisina desoxicolato® (37°C/24h). Apés
foi observada a presenca ou auséncia de coldnias com caracte-
risticas fenotipicas de Salmonella spp., e submetidas a andlise
bioquimica em agar triplice de agticar e ferro?’, gar lisina-ferro?,
meio sim! (syulphide indol motility), caldo uréia® e citrato de
Simmons?.

Anadlise estatistica

A porcentagem média, desvio padrio, teste ANOVA e o teste de
Tukey/Kramer foram utilizados para averiguar as diferencas esta-
tisticas entre os tratamentos na avaliagdo por citometria de fluxo
(P<0.05) utilizando o programa StatView (SAS Institute Inc.).

Os resultados da presen¢a/auséncia de SE foram comparados
utilizando o teste Qui-quadrado (x?) para determinar a diferenca
entre os tratamentos (P<0,05). O teste foi realizado utilizando-se
o programa estatistico SAS Versdo 9.2 (SAS 2010).

RESULTADOS
Em frangos de corte experimentalmente infectados com SE
foi constatado que aos 35 dias de idade houve uma reducio
na presenca de SE em cecos das aves tratados com AO tanto
via 4gua como ragdo quando utilizados nas concentragoes
de 1000ppm e 500ppm respectivamente (Quadro 1).

Os resultados da avaliagdo do sistema imune através da
citometria de fluxo realizadas neste estudo (Fig.2) concor-
dam com as observagdes microbiolégicas da acdo do pro-
duto encontradas no presente trabalho. O grupo controle
negativo (T1) teve a maior quantidade média de linfécitos
T CD4*, CD8B*, MHC I ¢, juntamente com o T4 TCRVB1*
que reduziu em 95 % a presenca de SE.

No presente estudo as aves infectadas apresentaram
uma propor¢do menor de células T auxiliares circulantes
quando comparadas as aves infectadas, mas tratadas com o
AO ou com o grupo nao infectado. A mesma tendéncia pode
ser observada para as células CD28*, TCRVB1* e MHC II°™"
&t e, com menor resolugdo, para CD8f".

Nas marcagdes citadas, pode ser observada uma dimi-
nuicio na quantidade dessas células quando na presenca da
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Quadro 1. Teste Qui-quadrado (%) comparando o percentual
de aves positivas para Salmonella Enteritidis nos diferentes
tratamentos

Tratamentos Positivos/N % de positivos

T1 - Aves nio desafiadas; 0/20 0%"
T2 - Aves desafiadas e ndo tratadas; 10/20 50%?*
T3 - Aves desafiadas e tratadas com 200ppm  5/20 25%><
de AO via ragdo dos 29 aos 35 dias e 1000ppm
de AO via agua dos 34 aos 35 dias de idade;
T4 - Aves desafiadas e tratadas com 1000ppm 1/20 5%"
de AO via dgua dos 34 aos 35 dias de idade;

T5 - Aves desafiadas e tratadas; com 500ppm  1/20 5%®
na ragdo dos 29 aos 35 dias de idade;
T6- Aves desafiadas e tratadas com 400ppm  12/20 60%°

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

abe Médias seguidas por letras diferentes na coluna, diferem pelo teste do
%2. (P=0,0001); N: 20 aves por tratamento, total: 120 aves.

infecgdo e um retorno gradual a condi¢do do grupo controle
entre o grupo T2 e T4, quando o tratamento tornou-se efe-
tivo em reduzir a carga bacteriana. O grupo T6 nido obteve
sucesso em eliminar as bactérias apresentando resultados
similares a T2, como observado na analise microbiolégica
e imunolégica. Embora o T5 tenha sido capaz de reduzir a
quantidade de SE isoladas, a avaliagdo imunoldgica ndo de-
monstrou relacio referente a essa diminuicdo, aparecendo
T5 com niveis de células similares ao grupo infectado para as
marcagoes ja discutidas, embora haja sinais de recuperacio
em CD8p*, TCRVB1* e altos indices em MHC IIPright+,

DISCUSSAO

A redugdo de SE no ceco dos frangos de corte avaliada nes-
te trabalho concorda com diversos autores que relataram
eficiéncia dos AO no controle de infec¢des por SE, Cam-
pylobacter e outros agentes (Heres et al. 2004, Ostermann
2005, Bassan et al. 2008).

Segundo a literatura, o uso de 4cidos organicos na dgua
antes do abate dos animais (Byrd et al. 2001) administra-
dos via racdo (Pickler 2011) pode ser uma alternativa via-
vel para redugdo de micro-organismos patogénicos e tam-
bém apresentar resultados satisfatorios de ganho de peso
médio (GPM) e conversao alimentar (CA). Além disso, o ul-
timo autor sugere que a via de administracdo dos AO (agua
ou ragao) foi eficaz, mas pode ter respostas diferentes de-
pendendo da interagdo 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 agua de frangos por 22 dias consecutivos, afeta a popu-
lacdo microbiana no ileo e que, animais tratados com AO
apresentaram maior nimero de Lactobacillus e de bacté-
rias totais.

Os AO associados com atividade antimicrobiana sao
os acidos graxos de cadeia curta, tanto monocarboxilicos,
como férmico, acético, propidnico e o butirico ou carboxi-
lados com o grupo hidroxila como latico, malico, tartarico e
o citrico. Acredita-se que o eles exercem atividade antimi-
crobiana devido a redu¢do do pH no interior da célula mi-
crobiana. No ambiente celular, o acido se dissocia alterando
o pH citoplasmatico, afetando o metabolismo e levando a
morte da bactéria (Ostermann 2005).
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Fig.1. Graficos representativos da avaliagdo citométrica dos parametros

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 primarios biotilinados; Células circulantes
analisadas: CD4+, CD8{*, MHC I, MHC II*, TCRVB1*, TCRV[32* e CD28".

Alguns AO nao necessitam reduzir o pH no citoplasma
para exercer sua atividade antimicrobiana. Por exemplo, no
caso do acido sorbico, que ndo reduz o pH citoplasmatico e
acredita-se que a membrana citoplasmatica seja o primeiro
sitio de acdo deste acido (Stratford et al. 2009). A lesdo da
membrana, a perda da sua integridade e o aumento da per-
meabilidade a prétons, levam a morte do micro-organismo.
Neste sentido, AO sdo utilizados na alimentacdo animal
para melhorar o desempenho e para controlar a populacdo
de micro-organismos patogénicos no intestino, em siste-
mas de manejo intensivo. Suas vantagens além da produgio
de acidos graxos de cadeia curta, vitaminas e aminoacidos
é que também ira atuar como mecanismo de exclusdo com-
petitiva, desenvolvimento de defesas intestinais como o
muco, estimulagio e proliferacdo de células epiteliais intes-
tinais (enterdcitos). Assim, sio empregados para melhorar
o desempenho zootécnico das aves e como moduladores da
microbiota intestinal (Pickler 2011).

0 uso de citometria de fluxo para avaliar as subpopula¢oes
de linfécitos de aves é considerado como altamente sensivel, e
os anticorpos disponiveis comercialmente sao bastante espe-
cificos sendo que a precisdo da avaliagdo da imunocompetén-
cia é superior a outros métodos, como, por exemplo, o leuco-
grama comum, a medida do tamanho de barbela apds injecio
de um agente de desafio ou a aferi¢do do tamanho da bursa
(Bridle et al. 2006, Fair et al. 2008, Beirdo 2011).

A proporcdo linfécitos T CD4*, CD8B*, MHC IIbrieht+ ¢,
TCRV(B1* para os grupos T1 e T4 ap6s a avaliacdo pela ci-

tometria de fluxo concordaram com os achados de Pickler
(2011) testando aves com 21 dias de idade, apos 7 dias de
inoculagdo com SE e tratados com AO via ragdo e aos re-
sultados de Beirdo (2011) que comparou aves comuns de
diferentes linhagens versus aves “Specific Pathogen Free”
entre 1 dia e 60 semanas frente ao desafio com SE.

A imunidade contra Salmonelas aviarias envolve o des-
locamento de subpopulagdes de linfécitos T CD4* e CD8*
para o local da infecgdo (Van Immerseel et al. 2002, Barua
& Yoshimura 2004) e consequente redu¢do na quantida-
de circulante dessas células (Asheg et al. 2003). A defesa
imunoldgica das aves envolve linfécitos T dos trés tipos de
receptor TCR (v, aff VB1 e aff VB2). As células TCRVB1 ex-
pressam menores quantidades de CD28 do que as células
TCRVf2, indicando menor grau de ativacdo destas. Ambos
os TCRap podem expressar em sua superficie CD4 simulta-
neamente com CD8aa. Apds a imunizagdo, um aumento na
quantidade circulante de TCR esta associado a montagem
de resposta protetora e efetiva protecao quando submetido
ao desafio. Todavia, respostas distintas podem ser observa-
das entre a imunizacao e o desafio (Berndt 2006).

Cada anticorpo primadrio utilizado define um grupo de
células de acordo com a respectiva fun¢ido. O CD4 reconhe-
ce linfocitos T auxiliares (CD4*) (Chan 1988), e, especial-
mente em aves, uma populacdo relativamente grande de
células CD4*/CD8* (duplo-positivas) (Luhtala et al. 1997).

Receptores CD8 sdo compostos de um dimero de mo-
léculas a e B (Chan 1988), portanto, sdo CD8aa ou CD8af
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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 ndo desafiadas; (T2) Aves desafiadas e ndo tratadas; (T3) Aves desafiadas e tratadas com 200ppm de AO via racdo dos 29 aos 35 dias e
1000ppm de AO via dgua dos 34 aos 35 dias de idade; (T4) Aves desafiadas e tratadas com 1000ppm de AO via agua dos 34 aos 35 dias de idade; (T5)
Aves desafiadas e tratadas com 500ppm na ragdo dos 29 aos 35 dias de idade; (T6) Aves desafiadas e tratadas com 400ppm de AO via dgua dos 34 aos
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35 dias de idade.“a”” b” e “c” indicam diferencas estatisticas entre os grupos. “ab” e “bc” indicam grupos nio estatisticamente diferentes de “a”’ b” e “c”.

Teste de Tunkey/Kremer.

(Tregaskes 1995). Isso é relevante porque células citotoxi-
cas tém os receptores CD8af3, que sdo capazes de interagir
com o MHC I, enquanto que as células duplo-positivas ex-
pressam a molécula CD8aa (Luhtala et al. 1997). Asheg et
al (2003) demonstraram haver uma redug¢do no namero de
células CD4* e CD8* no sangue periférico de galinhas infec-
tadas com SE em comparac¢do com o grupo controle nio-
-infectado. Em aves vacinadas e submetidas a infec¢do com
SE houve aumento na quantidade de células citotéxicas no
ceco das aves (Berndt 2006), indicando que pode haver sai-
da de células da circulagdo com destino ao tecido desafiado.

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

Galinhas tém trés diferentes receptores de linfécito T
(TCR), TCR y§ (TCR1), TCR af3 VB1 (TCR2) e TCR af3 VB2
(TCR3). Neste trabalho, os dois dltimos marcadores foram
utilizados. Cada célula individual expressa apenas um tipo
de TCR em sua superficie, e os trés tipos sdo 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
producdo de IgA (Cihak et al. 1993, Zekarias et al. 2002).
Supde-se que um grande estimulo infeccioso poderia ter
provocado a saida de células TCR2 da circulagdo.

0 CD28 é um receptor de coestimulacao da ativacio de
células T quando esta entra em contato com células apre-
sentadoras de antigeno (APCs). A interacdo entre CD28 e
B7 (nas APCs) é essencial para a montagem da resposta
imune (Linsley & Ledbetter 1993). Uma reducdo na propor-
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¢do de CD28 circulante é visto na fase aguda de processos
infecciosos devido ao destinamento dessas células para os
o6rgaos linféides secundarios, em um processo conhecido
como homing, ou devido a excessiva ativacdo e consequen-
te senescéncia 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 desafiados e ndo foram submetidos a qualquer
tratamento (T2), o que poderia significar, portanto, homing
ou ativacdo dessas células. Porém quando os animais foram
submetidos a tratamento com AO (T3 e T4), parece ter ha-
vido recuperacio dos niveis sanguineos dessas células.

Cerca de 10% dos linfécitos sdo positivos para MHC
II, e desses, aparentemente cerca de 90% sio linfécitos
B (Hala 1981). A marcagao para MHC Il também demons-
tra uma subpopulacdo que tem alta expressdo dessas mo-
léculas (denominada de MHC II°r¢"*), Acredita-se que a
populacdo MHC II*&"* seja composta principalmente por
células dendriticas, a principal APC, mas também por mo-
nécitos que ja foram ativados, ou seja, estdo expressando
antigenos estranhos acoplados ao MHC (Davison 2008).
Pode-se supor que o processo de homing possa também
ter algum papel na redug¢do da quantidade circulante des-
sas células ativadas.

Muitos estudos em camundongos e humanos tém de-
monstrado um declinio na fun¢do do sistema imunoldgico
com a idade resultando em um aumento da incidéncia de
doengas infecciosas, ndo infecciosas e mortalidade. A quan-
tidade e propor¢ao de subpopulacdes de células T tém sido
relacionadas com a susceptibilidade a doenca. Portanto,
a compreensdo relacionada a imunocompeténcia com a
idade através da avaliacdo de populagdes de linfécitos T
circulantes em frangos, aparentemente saudaveis, criados
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comercialmente é de fato relevante para o desenvolvimen-
to de estratégias de melhoramento, bem como promover
medidas de sauide 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 linfocitos T CD4+*
e CD8" no fornecimento de resposta imunolégica contra
infeccdes percebe-se que quando existe uma diminuicdo
por diversos fatores, a suscetibilidade para a Salmonelose
aumenta (Kamalavenkatesh et al. 2005).

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

Portanto, conhecer o funcionamento imunolégico é de
fundamental importédncia ja que o estado imune tem um
papel critico na defesa da ave contra patdgenos. Como nos
mamiferos, o sistema imune das aves é complexo e com-
preende uma série de células e fatores soluveis que devem
trabalhar juntos para produzir uma resposta imune prote-
tora. Ainda deve se levar em consideragdo que a indugio
da resposta imune é diferente entre os diversos patégenos,
incluindo diferencas significativas também entre os soroti-
pos, como é o caso das Salmonellas que possuem habilida-
de de induzir respostas diferentes dependendo do sorotipo
em questao (Chappell et al. 2009).

Diversos patégenos sdo endémicos em regides de pro-
ducio avicola e a exposi¢do a estes pode prejudicar as fun-
¢oes do sistema imune. Por isso manter o plantel em con-
dicdes de sanidade adequadas utilizando-se produtos que
reduzem a carga bacteriana e que mantém niveis imunolé-
gicos adequados contribui para o melhor desempenho das
aves e para a qualidade de produtos avicolas.

CONCLUSOES

As dosagens de AO de 1000ppm na agua e 500ppm na
racdo durante 2 e 7 dias, respectivamente, antes do abate,
foram eficazes na reducdo da infec¢do por SE em frangos de
corte, comprovadas pelo método microbioldgico e demons-
tradas através do comportamento das células do sistema
imune.

O grupo T1 (controle ndo infectado) e o T4 (aves desa-
fiadas e tratadas com 1000ppm de AO via agua dos 34 aos
35 dias de idade) tiveram a maior quantidade média de lin-
focitos T CD4*, CD8B*, MHC IIPrght e TCRVB1*.

O T5 (aves desafiadas e tratadas com 500ppm de AO na
racao dos 29 aos 35 dias de idade) foi capaz de reduzir a
quantidade de SE isoladas, porém a avaliagdo imunoldgi-
ca ndo demonstrou correspondéncia constante a essa me-
lhora, aparecendo T5 com niveis de células similares ao T2
(grupo infectado nao tratado) embora com sinais de recu-
peragdo em CD8pB*, TCRVB1* e altos indices em MHC IIPrights,
indicando que pode haver saida de células da circulagcdo
com destino ao tecido desafiado.

Ocorréncia do efeito homing para redugdo de células
CD28 e MHC II*r&" circulantes.

Os grupos infectados tém maior proporg¢ao de células
circulantes e um retorno gradual é observado quanto o tra-
tamento torna-se efetivo na reducao da carga bacteriana.
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