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RESUMO GERAL

Sdo conhecidos atualmente mais de 2.600 sorotipos de Salmonella spp., sendo que as
salmoneloses em humanos podem estar relacionadas ao consumo de carne de aves ou
ovos contaminados, além de provocar doenca em plantel de aves, acarretando
diminuicdo na producdo e consequentemente gerando prejuizos para cadeia produtiva.
A Salmonella Heidelberg € um sorovar emergente e preocupante para a avicultura e
salde publica, mostrando-se mais invasiva quando comparado a outros sorotipos
paratificos. O uso de antimicrobianos empregados para fins terapéuticos e profilaticos
no controle da Salmonella spp. na producdo avicola pode conduzir a selecdo de cepas
bacterianas resistentes, no entanto, o seu uso na producdo animal pode ser substituido
por produtos alernativos com capacidade de reduzir a incidéncia de enteropatogenos,
fornecendo efeitos benéficos sobre a salde do hospedeiro. O capitulo 1 buscou-se
avaliar o efeito do bioproduto adicionados a ragdo, com o intuito de diminuir
multiplicacdo de Salmonella Heidelberg. Foram realizadas a avaliagdo da colonizagéo
intestinal e infeccdo sistémica, através das contagens de colbnias por UFC/g em
contedo cecal, figado e baco bem como a avaliagdo das alteracdes macroscopicas e
microscépicas aos 3, 7 e 14 dpi em figado, ceco e ileo e mensurados os parametros
histomorfométricos do ileo como altura de vilo, profundidade de cripta, relacdo
viloicripta e éarea de vilosidade em pintainhos de corte desafiados com Salmonella
Heidelberg. As menores contagens cecais de SH foram observadas em aves que
ingeriram sanguinarina, seguidas daquelas alimentadas com XPC (P>0,05). Ndo houve
efeito sinérgico na reducdo de SH no ceco quando os dos dois bioprodutos foram
adicionados simultaneamente (SANG+XPC). As médias das contagens de SH em

figado e baco ndo diferiram entre os grupos (P>0,05). De maneira geral, aves de todos
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0s grupos desafiados com SH apresentaram alteracdes macroscopicas semelhantes como
areas hemorragicas, hepato e esplenomegalia, tais alteracfes foram mais discretas aos
14 dpi. As alteracBes microscopicas observadas em figado incluiram congestdo de
hepatdcitos, infiltrado de heter6filos nos sinusdides, éareas de necrosee inflamacao
mononuclear. Enquanto que no ceco, pbde-se observar infiltrados heterofilico e
espessamento  de lamina propria. No ileo as alteragdes mais encontradas foram
congestdo de lamina propria, atrofia de vilosidades, atrofia de cripta e espessamento de
lamina propria. Notou-se que a intensidade de alteracbes microscopicas foi menor nas
aves dos suplementadas com os bioprodutos, quando comparadas as do grupo controle
infectado. Aves suplementadas com sanguinarina foram as que menos desenvolveram
alteracdes. Nos pardmetros histomorfométricos do ileo observou-se de maneira geral, ao
longo do estudo, médias mais elevadas de altura e area de vilo em aves do grupo
controle ndo infectadas e também do grupo SANG. Enquanto que a profundidade de
cripta foi menor em aves do grupo controle negativo. No presente estudo, os resultados
indicam que a adicdo de bioprodutos, sobretudo da sanguinarina, na dieta de aves
auxiliou no controle da infeccdo por SH, reduzindo sua contagem em conteudo cecal e

melhorando aspectos da salde geral e intestinal das aves.

Palavras-Chave: histopatologia, pintos, Salmonella Heidelberg, saltde intestinal



Xi

SILVA, R.A. Salmonella Heidelberg Infection in Cutting Chicks Fed with Diets
Containing Commercial Bioactive Compounds. Areia, 2018. 71p. Dissertation
(Master degree) - Federal University of Paraiba, Campus Areia.

ABSTRACT

More than 2.600 serotype of Salmonella spp. A known today, and salmonellosis in
humans may be related to the consumption contaminated of poultry eggs, as well as
causing disease in poultry, causing a decrease in production and consequently
increasing proff loss. Salmonella Heidelberg is an emerging and worrying serotype for
poultry and public health, and is more invasive when compared to other paratyphoid
serotypes. The use of antimicrobials used for therapeutic and prophylactic purposes in
the control of Salmonella spp. in poultry production may lead to the selection of
resistant bacterial strains; however, its use in animal production may be replaced by
alternative products capable of reducing the incidence of enteropathogens, providing
beneficial effects on host health. Chapter 1 sought to evaluate the effect of the
bioproduct added to the feed, in order to decrease Salmonella Heidelberg multiplication.
The intestinal colonization and systemic infection were evaluated through colony counts
by CFU / g in cecal, liver and spleen contents, as well as the evaluation of macroscopic
and microscopic alterations at 3, 7 and 14 dpi in liver, cecum and ileum and the ileus
histomorphometric parameters such as height of villi, depth of crypt, villus: crypt and
villus area in cut chicks challenged with Salmonella Heidelberg were measured.The
lowest cecal SH counts were observed in birds that ingested sanguinarin, followed by
those fed with XPC (P> 0.05). There was no synergistic effect on SH reduction in the
cecum when both bioproducts were added simultaneously (SANG + XPC). Mean scores
for SH in liver and spleen did not differ between groups (P> 0.05). In general, birds
from all groups challenged with HS presented similar macroscopic alterations such as
hemorrhagic areas, hepato and splenomegaly; such changes were more discrete at 14
dpi. Microscopic changes observed in liver included congestion of hepatocytes,

infiltration of heterophiles in the sinusoids, necrosis areas of mononuclear
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inflammation. While in the cecum, heterophilic infiltrates and thickening of lamina
propria could be observed. In the ileum the most frequent changes were congestion of
lamina propria, atrophy of villi, atrophy of crypt and thickening of lamina propria. It
was observed that the intensity of microscopic changes was lower in the birds
supplemented with the bioproducts, when compared to the infected control group. Birds
supplemented with sanguinarine were the ones that developed the least changes. In the
histomorphometric parameters of the ileum, it was generally observed throughout the
study, higher mean height and villus area in birds from the uninfected control group and
also from the SANG group. While the crypt depth was lower in birds of the negative
control group. In the present study, the results indicate that the addition of bioproducts,
mainly sanguinarin, in the diet of birds assisted in the control of SH infection, reducing

its count in cecal content and improving aspects of bird general and intestinal health.

Key -words: histopathology, chicks, Salmonella Heidelberg, intestinal health
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CONSIDERACOES INICIAIS

1. INTRODUCAO

Salmonellas spp. sdo bacilos Gram-negativos, intracelulares, anaerdbios
facultativos, fermentadores de glicose e ndo formadores de esporos bactérias pertencentes
a familia Enterobacteriaceae, sdo amplamente difundidas na natureza e capazes de
infectar tanto o homem quanto 0s animais

O género Salmonella spp. causa uma infec¢do que ocupa posicdo de destaque em
salde publica pelas suas caracteristicas de endemicidade, morbidade e pela dificuldade de
controle, sendo que sua patogenicidade varia de acordo com a idade e condicdes de saude
do hospedeiro Dessa forma, o controle da salmonelose representa um grande desafio ao
setor avicola, principalmente pela diversidade e emergéncia de novos sorovares
inespecificos e pela sua relagdo com a saude publica.

A principal forma de controle da Salmonella spp. na producdo avicola relaciona-
se a elaboracdo de um criterioso e especifico programa de biosseguridade envolvendo
todos os elos da cadeia avicola (reprodutoras, incubatérios, fabricas de racgdo, granjas, e
abatedouros). Associadas a isso, Vvarias ferramentas tém sido empregadas como uso de
antibioticos, prebidticos, probidticos e vacinacdo. Entretanto, o uso de antibidticos para
controle das salmoneloses na producdo demonstrou-se pouco eficiente e ainda, provocou
0 aparecimento de cepas resistentes.

Nas Ultimas décadas, os produtores avicolas tém buscado diferentes alternativas
ao uso de antibioticos para promover melhor sadde intestinal e, assim, melhorar seus
rendimentos. Os metabdlitos a base de compostos alternativos na suplementacdo animal
melhoram o balanco do sistema imune, reforcam a saude digestiva e ajudam ndo sé a
eliminar patdgenos, como também a reduzir a resisténcia aos antibioticos desenvolvidos

por Varias bactérias devido ao uso indiscriminado na producdo animal.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Salmonella spp.

O ¢género Salmonella spp é composto por a familia Enterobacteriaceae pelas
espécies enterica e bongori. A espécie enterica estd segmentada em seis subespécies:
enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. A subespécie enterica inclui
sorotipos paratificos relacionados com a ocorréncia de salmoneloses avirias, como por
exemplo: Enteritidis, Heidelberg, Typhimurium, Kentucky e Hadar (ANDREATTI
FILHO, 2007). Os nomes foram mantidos somente para 0s sorovares da subespécie
enterica e devem ser escritos com a primeira letra maidscula e ndo devem ser de forma
itdlica (POPOFF; LE MINOR, 1997).

Sdo conhecidos atualmente mais de 2600 sorotipos de Salmonella, entre eles,
estdo os principais sorotipos causadores de salmoneloses avidrias e doencas alimentares
em humanos (BERCHIERI JR; FREITAS NETO, 2009).

Este grande numero de sorotipo pode ser dividido em duas classes gerais. A
primeira compreende um pequeno numero de sorotipos espécie-especificos, que incluem
S. Gallinarum e Pullorum nas aves (BARROW,; FREITAS NETO, 2011), S. Typhi nos
humanos, S. Dublin em bovinos e S. Cholerasuis em suinos. Estes sorotipos séo
transmitidos por via fecal-oral, apresentam baixa colonizagdo intestinal e se multiplicam
em outros Orgdos como figado e baco. Apos esta multiplicagdo podem voltar a colonizar
0 intestino na presenca de doenca clinica e, por consequéncia, raramente entram na cadeia
alimentar humana (UZZAU et al., 2000; BARROW; FREITAS NETO, 2011).

A segunda classe engloba os sorotipos paratificos capazes de infectar uma grande
variedade de hospedeiros, inclundo o homem e as aves. Estes raramente provocam
doenca sistémica em individuos saudaveis, mas sdo capazes de colonizar o intestino sem
a presenca de sinais clinicos, sendo entdo relacionados a contaminacdo de produtos de
origem animal e doencas transmitidas por alimentos em humanos. Este grupo
compreende 0s sorotipos ndo espécie-especificos, como S. Enteritidis (SE), S.
Typhimurium (ST), S. Heidelberg (SH), S. Minnesota (SM) e muitos outros (BARROW;
FREITAS NETO, 2011).



A infeccdo com Salmonella enterica em humanos é uma das doencas transmitidas
por alimentos mais importantes no mundo, por apresentar alta complexidade relacionada
a endemicidade, diagndstico, ampla variedade do agente infeccioso, mualiplas fontes de
infeccdo e dificil controle. Muitos fatores influenciam a colonizacdo da Salmonella spp.
em frangos como idade e susceptibilidade genética, imunossupressdo, competicdo do
sorotipo com a microbiota por sitios de colonizacdo e dose infectante (ANTUNES et al.,
2016; FOLEY et al., 2011).

De acordo com Chappell et al. (2009), as salmoneloses avidrias sistémicas podem
ser divididas em trés fases distintas. A primeira seria a invasdo intestinal. A segunda, a
infeccdo sistémica. Na terceira fase, ocorreria a destruicdo de Salmonella spp. presente
nos tecidos (ou clerance) ou a morte da ave, sendo que em alguns casos a ave se recupera
da infeccdo, mas a bactéria persiste em ndmero reduzido no interior de macréfagos em
alguns tecidos.

A maioria das infeccbes por Salmonella spp. em aves se iniciam pela via oral,
apos ingestdo desses micro-organismos, h&d migracdo pelo trato alimentar, interagindo
com a superficie da mucosa provavelmente nas células dendriticas e células M
sobrepostas aos agregados linfoides, com consequente adesdo e penetracdo nas células
epiteliais intestinais (SUZUKI, 1994; IQBAL et al., 2005; CHAPPELL et al., 2009).

Apbs a invasdo, a Salmonella spp. é fagocitada por macrofagos ou por células
dendridicas e transportada pelo sistema linfatico para o figado e bago, 0 que seria a chave
para o desenvolvimento da infeccdo sistémica em aves e mamiferos (BARROW et al.,
1994; MASTROENI; MENAGER, 2003).

O intestino delgado é a principal area para invasdo de Salmonella spp. Em
mamiferos, persistem por mais tempo na regido do ceco; esta localizacdo pode ser o
resultado de fatores ndo especificos ou do hospedeiro. De acordo com Barrow et al.
(1988), a lenta taxa de passagem do conteddo através do ceco permite a maior
multiplicacdo microbiana, contribuindo com sua persisténcia. Porém, o ileo tem interesse
particular por sua proximidade com o ceco, pois alberga grande populagdo de Salmonella
spp. em sua microbiota (THOMPSON; APPLEGATE; 2006).

As lesbes macroscopicas aparecem a partir do quarto dia pds-infeccdo, no entanto
ndo sdo patognomonicas. Podem ocorrer focos necrdticos na mucosa intestinal, enterite
com lesdes necroticas focais na mucosa do intestino delgado, espessamento da mucosa
cecal, com contetido caseoso de coloracdo branca a branco-amarelado, o baco e figado

apresentam-se  congestos e edemaciados, com hemorragias e pontos necréticos
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(BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009; BERCHIERI JUNIOR; BARROW,
1995; CARLTON; MCGAVIN, 1998). Entre as alteragBes microscOpicas pode-se citar,
na fase aguda, congestdo vascular em varios 6rgaos como figado, baco e rins, pontos
necréticos no figado, congestdo renal e, nos cecos de aves jovens, extensa necrose da
mucosa e submucosa com o lumen contendo debris celulares necrosados, misturado com
fiorina e heterdfilos (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).

A contaminacdo de subprodutos de origem animal, aves, forros de caixas de
pintos de um dia de idade, cama, equipamentos e roedores auxiliam na transmisséo
horizontal das salmoneloses aviarias (ROCHA et al., 2003). A transmissdo Vertical é
mediada pela presenca da Salmonella spp. nos foliculos reprodutivos da ave, apés 0s
poros da casca em contato com fezes contaminadas a eclosdo dos ovos a contaminacéo
pode ocorrer pela passagem da bactéria atraves dos (GANTOIS et al., 2009).

O controle de Salmonella spp. na avicultura representa um desafio para a saude
publica, tendo em vista a emergéncia de novos sorotipos e a reemergéncia de outros em
determinadas areas, tanto nos paises em desenvolvimento quanto  naqueles
industrializados. Para isso, a industria deve atraves de programa de implantacdo de
medidas basicas de biosseguridade (SILVA; DUARTE, 2002; PICKLER, 2016;
RODRIGUES, 2011), onde o objetivo final € evitar a transmissdo vertical e horizontal,
diminuindo a0 maximo o nimero de Salmonellas spp. no ambiente e, consequentemente,
a contaminacdo do produto final (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).

2.2 Salmonella Heidelberg e Salde Publica

A Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo Heidelberg pertence ao grupo de
Salmonellas paratificas, estas sdo capazes de causar doenca em animais ou em humanos,
quando do consumo de carne de frango ou ovos contaminados (BASSANI, 2017). E
considerada um dos trés principais sorotipos de Salmonella spp. relacionadas com
doencas transmitidas por alimentos na América do Norte, apresentando maior
invasividade nas infecgdes humanas quando comparado a outros sorotipos (MENCONI et
al., 2014).
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No Brasil, a Salmonella Heidelberg foi identificada como um dos sorotipos
mais frequentes envolvidos em surtos de intoxicacdo alimentar devido ao consumo de
ovos e produtos a base de carne, contendo cepas patogénicas (KOTTWITZ et al., 2010).

Souza (2015) salienta que a Salmonella Heidelberg é atualmente o sorotipo de
maior ocoréncia nas analises oficiais de controle realizadas no sul do Brasil. Somente no
periodo de 2012 a 2014, a frequéncia deste sorotipo foi de 20 a 33% do total de amostras
positivas por Salmonella sp., sendo o terceiro principal isolado em fazendas comerciais
de frango. E considerado um sorotipo emergente capaz de causar infeccbes em Varias
espécies animais e no homem (VOSS-RECH et al., 2015; CAMPQOS, 2015).

Back (2016) demonstrou que a Salmonella Heidelberg é o sorotipo mais isolado
no Sul do Brasil, apresentando 44% das amostras positivas. Outros sorotipos encontrados
foram: Muenchen (6,7%), Schwarzengrund (5,5%), Livingstone (3,6%), Senftenberg
(2,4%), Minnesota (1,8%), Mbandaka (2,5%), Anatum (2,2%) e S. Infantis e S. Agona,
ambas presentes em (1,9%).

Avaliando a presenca de Salmonella em trés frigorificos do Sul do Brasil, Dickel
(2004) detectou 26,7% de positividade média, com 31,7% antes do chiller e 20% de
carcagas positivas depois da passagem pelo chiller. Os sorotipos identificados com a
avaliacdo foram: S. Heidelberg (63,9%), S. Enteritidis (31,9%), Salmonella enterica
sorotipo Worthngton (2,1%) e Salmonella enterica sorotipo Tennessee (2,1%).

Nascimento et al. (1995) estudaram a prevaléncia da S. Heidelberg em inddstrias
avicolas brasileiras e verificaram que este sorotipo estd presente em 15,1% de carcacas e
26,1% em cortes de frango. Borsoi et al. (2006) em um estudo conduzido em abatedouros
do sul do Brasil, pesquisou a prevaléncia de Salmonella spp. em carcacas de frango de
corte e verificou a presenca de 32% de S. Enteritidis e 9% de S. Heidelberg.

Rodrigues et al., (2009) avaliaram 15 cepas de S. Heidelberg, isoladas de
abatedouros, quanto a caracteristicas de permanéncia da bactéria em plantas de
processamento de aves e verificaram que todas as amostras formavam biofilme em placas

de poliestireno, favorecendo a permanéncia da bactéria no ambiente de abate de aves.



2.3 Integridade da Mucosa Intestinal

As aves recem-nascidas possuem o0 sistema gastrointestinal imaturo e sofrem
processos adaptativos nos processos de digestdo e absorcdo, sendo o intestino delgado a
porcdo mais longa do sistema digestorio, responsavel pela digestdo final do alimento e
absorcdo dos nutrientes (BOLELI et al., 2002).

O desenvolvimento da mucosa intestinal é avaliado por meio de dados
morfométricos do tamanho e ndmero de vilos, da profundidade das criptas, altura e
numero de microvilos do enterdcito e da integridade da mucosa ou perda de epitélio
(STERZO, 2007).

Quando o intestino responde a algum agente e ha desequilibrio da relacdo de
extrusdo (perda celular) e proliferacdo (mitose), ocorre modificacdo na altura dos vilos,
devido ao aumento no namero de células e, consequentemente, observa-se um aumento
na altura e densidade dos vilos e microvilos, resultando na maior taxa de digestdo e
absorcdo. A salde intestinal das aves esta relacionada com maior altura de vilos e relacdo
vilo:cripta estdo associadas com boa diferenciagdo da mucosa intestinal (MAIORKA,
2001; FURLAN; MACARI; LUCHETTI, 2004; JEURISSEN et al., 2002).

A maior profundidade de criptas, de acordo com Hancock (1990), é sugestiva de
hiperplasia das células epiteliais, relacionado com maior atividade proliferativa celular e
aparecimento de enterdcitos imaturos para garantir adequada taxa de renovacdo epitelial,
compensando as perdas nas extremidades das vilosidades.

Disturbios nas células epiteliais intestinais, causados por algum tipo de estresse
calérico, agente patogénico ou substancias quimicas, podem alterar a permeabilidade
desta barreira natural, facilitando a invasdo de patdgenos e outras substancias nocivas,
modificando o metabolismo, a capacidade de digestdo e absor¢do de nutrientes e podem
causar inflamacGes cronicas na mucosa intestinal (HOFSTAD, 1972; PODOLSKY, 1993,
OLIVEIRA, 1998).



2.4 Bioprodutos

2.4.1 Sanguinarina

E um alcaldide quaternario de benzofenantridina e protopina extraido de plantas
da familia Papaveraceae, como a Sanguinaria canadensis (PICKLER et al, 2013;
MAHADY & BEECHER, 1994; HU et al,, 2001; PICKLER, 2016). A erva Macleaya
cordata € uma fonte de compostos bioativos; seu extrato € utilizado em fitopreparacdes,
devido as suas respostas antimicrobianas e antinflamatorias. Além disso, possuem
propriedades farmacologicas na medicina herbal tradicional chinesa por seu efeito
analgésico, antiedémico, carminativo, depurativo e conter propriedades diuréticas (LIU et
al., 2016; ZDARILOVA et al., 2008).

Exerce um amplo espectro de atividades antimicrobianas, por exemplo, inibe o
crescimento bacteriano em varios pontos de replicacdo (MITSCHER et al, 1980;
SCHMELLER et al., 1997), melhora a digestdo da secrecdo enddgena e enzimatica,
possui acdo antifingica, atividade citotxica contra varias células tumorais e inibidores
reversiveis da hidrolise enzimatica da acetiltiocolina, tem sido usada para evitar a
propagacdo da inducdo da atividade inflamatoria (NIU et al., 2012; WALTEROVA et
al., 1995; SIMANEK et al., 2004).

Quando usado na suplementacdo animal, aumenta a ingestdo de alimentos e
conversdo alimentar, resultando melhor desempenho em animais na fase de crescimento,
reduzindo a degradacdo de aminoacidos e potencializando os efeitos das enzimas
fibroliticas (KLUTH et al., 2002; TSCHIRNER 2004; RAWLING et al. 2009; SZE &
CHWEN, 2011).

2.4.2 Original XPC™

Diamond V Original XPC™ é um bioproduto originado da fermentagdo do
Saccharomyces cerevisiae com acdo sobre Salmonella spp. Inclui fragmentos de parede
celular de levedura que contém residuos de manano-oligossacarideos e B-glucanos
(estimulando o sistema imunologico) que proporcionam protecdo da barreira intestinal
(DAVIS et al, 2004; FIRMAN et al, 2013; GUYARD-NICOD EME et al., 2016;
LENSING et al., 2012; SPRING et al., 2000; ULLUWISHEWA etal., 2011;).

Atua como modificador da atividade intestinal e quando adicionado a dieta de

aves, demonstrou limitar a colonizacdo de Salmonella spp. otimizando o sistema
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imunoldgico. Através de estudos tanto in vivo como in vitro. Além disso, promove a
salde do hospedeiro, estimula o apetite e melhora o desempenho reprodutivo. O produto
possui capacidade de promove reducdo da Salmonella spp. e outros patdgenos no trato
gastrointestinal de aves sem utilizar antibidticos (AL-HOMIDAN; FAHMY, 2007; EL-
HUSSEINY et al., 2008; FEYE et al.,, 2016; GAO et al., 2008; GUYARD -NICOD EME
et al., 2016; IBUKIC et al., 2012; LENSING et al., 2012; LINE et al., 1998; MCINTYRE
et al,, 2013; OSWEILER et al., 2010; PAIVA et al., 2010; PRICE et al., 2010; ROTO et
al, 2017; RUBINELLI et al., 2016).

Estudos revelam que os metabdlitos do Original XPC™ promovem efeitos na
resposta imune, como induzir a producdo de anticorpos antivirais, aumento da IgM e IgA
secretora e dos linfocitos T e, além de ter um impacto positivo no ganho de peso,
conversdo alimentar e mortalidade em frangos de corte (GAO et al,, 2008; GAO et al.,
2009). Estudos recentes demonstram que XPC™ diminui a susceptibilidade ao estresse

térmico em frangos de corte (PRICE et al., 2018).

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

O presente estudo teve por avaliar o efeito dos compostos bioativos comerciais,
adicionados a ragdo, sobre a infeccdo por Salmonella Heidelberg em ceco, figado e bago

de pintainhos de corte, bem como as alteracdes histopatologicas nesses Orgaos.

3.2 Especificos

A) Auvaliar a colonizagdo e invasdo de cepa de SH em pintos de corte desafiados no
2° dia de vida, por meio de contagens em contetdo cecal, figado e bago aos 3, 7 e
14 dpi;

B) Avaliar o efeito do bioproduto Sanguinarina adicionado a ragdo sobre a
multiplicacdo de SH em ceco, baco e figado aos 3, 7 e 14 dpi e alteracOes

histopatoldgicas nesses 0rgaos;
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C) Avaliar o efeito do bioproduto Original XPC adicionado a racdo sobre a
multiplicacdo de SH em ceco, baco e figado aos 3, 7 e 14 dias apds o desafio e

alteracOes histopatologicas nesses 6rgaos;

D) Avaliar o efeito da associagdo dos bioprodutos Sanguinarina + Original XPC
adicionado a racdo respectivamente, sobre a multiplicacdo de SH em ceco, baco e

figado aos 3, 7 e 14 dpi e alteracbes histopatologicas nesses Grgdos.
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1.1 RESUMO

Salmonella Heidelberg (SH) é responsavel por perdas econdmicas na avicultura e
também por infeccbes alimentares em humanos. Recentemente, tem sido observada
elevacdo na frequéncia de isolamento desse sorotipo em lotes de frangos de corte criados
no Brasil. Embora o uso de antibidticos ainda seja empregado no controle de Salmonella
spp. em criacBes aves, ha uma tendéncia mundial em reduzir ou banir essa prética.
Portanto, se faz necessdria a busca por métodos alternativos, como por exemplo,
bioprodutos que possam auxiliar no controle de Salmonella spp. Diante do exposto,
elaborou-se o presente estudo, o qual objetivou avaliar o efeito de dietas contendo
sanguinarina e/ou XPC na infeccdo por SH em pintainhos de corte. Para isso, avaliou-se a
colonizacdo de SH no ceco e sua invasdo em baco e figado, bem como as alteracdes
histopatolégicas provocadas nesses 6rgdos. As menores contagens cecais de SH foram
observadas em aves que ingeriram sanguinarina, seguidas daquelas alimentadas com XPC
(P>0,05). Nao houve efeito sinérgico na reducdo de SH no ceco quando os dois
bioprodutos foram adicionados simultaneamente (SANG+XPC). As médias das
contagens de SH no figado e baco ndo diferiram entre os grupos (P>0,05). De maneira
geral, aves de todos os grupos desafiados com SH apresentaram alteragdes macroscopicas
semelhantes como &reas hemorragicas, hepato e esplenomegalia, tais alteracbes foram
mais discretas aos 14 dpi. As alteragbes microscopicas observadas em figado incluiram
congestdo de hepatdcitos, infiltrado de heterdfilos nos sinusdides, areas de necrose e
inflamacdo  mononuclear. No ceco, pdde-se observar infiltrado heterofilico e
espessamento de lamina prépria. No ileo, as alteracdes mais encontradas foram congestao
de lamina proépria, atrofia de vilosidades, atrofia de criptas e espessamento de lamina
prépria. Notou-se que a intensidade de alteracdes microscopicas foi menor nas aves dos
suplementadas com os bioprodutos, quando comparadas as do grupo controle infectado.
Aves suplementadas com sanguinarina foram as que menos desenvolveram alteracdes.
Nos parametros histomorfométricos do ileo, observou-se, de maneira geral, ao longo do
estudo, médias mais elevadas de altura e area de vilo em aves do grupo controle ndo
infectadas e também do grupo SANG. A profundidade de cripta foi menor em aves do
grupo controle negativo. No presente estudo, os resultados indicam que a adicdo de

bioprodutos, sobretudo da sanguinarina, na dieta de aves auxiliou no controle da infeccéo
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por SH, reduzindo sua contagem em conteudo cecal e melhorando aspectos da saude

geral e intestinal das aves.

Palavras-chave: aves; sanguinarina; salde intestinal; paratifo aviario; XPC.

1.2 ABSTRACT: Salmonella Heidelberg (SH) is responsible for economic losses in
poultry and also for food infections in humans. Recently, it has been observed an increase
in the frequency of isolation of this serotype in lots of broiler chickens reared in Brazil.
Although the use of antibiotics is still employed in the control of Salmonella spp. in bird
breeding, there is a worldwide tendency to reduce or ban this practice. Therefore, it is
necessary to search for alternative methods, such as bioproducts that may aid in the
control of Salmonella spp. In view of the above, the present study was developed, which
aimed to evaluate the effect of diets containing sanguinarin and / or XPC on SH infection
in cutting chicks. For this, the colonization of SH in the cecum and its invasion in spleen
and liver, as well as the histopathological changes provoked in these organs were
evaluated. The lowest cecal SH counts were observed in birds that ingested sanguinarin,
followed by those fed with XPC (P> 0.05). There was no synergistic effect on SH
reduction in the cecum when both bioproducts were added simultaneously (SANG +
XPC). Mean of SH counts in the liver and spleen did not differ between groups (P> 0.05).
In general, birds from all groups challenged with HS presented similar macroscopic
alterations such as hemorrhagic areas, hepato and splenomegaly, such changes were more
discrete at 14 dpi. Microscopic changes observed in the liver included hepatocyte
congestion, heterophil infiltrates in the sinusoids, areas of necrosis and mononuclear
inflammation. In the cecum, it was possible to observe heterophilic infiltrate and
thickening of lamina propria. In the ileum, the most frequent alterations were congestion
of lamina propria, atrophy of villi, atrophy of crypts and thickening of lamina propria. It
was observed that the intensity of microscopic changes was lower in the birds
supplemented with the bioproducts, when compared to the infected control group. Birds
supplemented with sanguinarine were the ones that developed the least changes. In the
histomorphometric parameters of the ileum, we observed, in general, throughout the
study, higher mean height and villus area in birds from the uninfected control group and
also from the SANG group. The crypt depth was lower in birds of the negative control
group. In the present study, the results indicate that the addition of bioproducts, mainly
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sanguinarin, in the diet of birds assisted in the control of SH infection, reducing its count

in cecal content and improving aspects of bird general and intestinal health.

Key-words: birds; sanguinarine; intestinal health; paratyphoid; XPC.

1.3 INTRODUCAO

Salmonella spp. sdo bastonetes Gram-negativos com metabolismo  aerébio
facultativo, pertencentes a familia Enterobacteriacea. O género é dividido nas espécies
enterica e bongori, que agrupam mais de 2600 sorovares. Cerca de 90 sorotipos de
Salmonella spp. podem mais comumente causar o paratifo aviario. Esta enfermidade é
capaz de desencadear inflamacdo intestinal, infeccdo sistémica transitoria, intensa
colonizacdo intestinal e elevada taxa de excrecdo fecal (BERCHIERI JUNIOR;
FREITAS NETO, 2009).

O paratifo aviario acomete principalmente aves jovens, podendo piorar os indices
zootécnicos do lote. No entanto, alguns sorotipos paratificos podem provocar infeccéo
assintomatica (GAST et al, 2013). A intensa excrecdo fecal dessas bactérias pelas aves
favorece a contaminacdo de ovos e carcacas e, com isso, hd ocorréncias de surtos de
infeccdo alimentar em humanos (BARROW; WALLIS, 2000).

Anualmente ocorrem cerca de 80,3 milhdes de casos de infecgdo alimentar em
humanos por Salmonella spp. (MAJOWICZ et al., 2010). Em 2014, nos Estados Unidos
da América, os sorotipos S. Enteritidis, S. Typhimurium e S. Heidelberg foram alguns dos
mais frequentes isolados de pessoas com salmonelose (CDC, 2017). As infec¢bes por S.
Heidelberg em humanos variam de diarréia leve a doenca sistémica grave (CHITTICK et
al., 2006; ZHAO et al., 2006).

Estudos realizados no Brasil indicam que S. Heidelbergé também um sorotipo
emergente no pais (COLLA et al., 2012; PULIDO-LANDINEZ et al., 2013; FIO-CRUZ,
dados ndo publicados), descrito como o terceiro mais isolado em suabes provenientes de
aviarios comerciais (VOSS-RECH et al., 2015).
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Embora o uso de antibidticos ainda seja empregado de maneira profilatica no
controle de Salmonella spp. em criagcfes aves, ha uma tendéncia mundial em reduzir ou
banir essa pratica, uma vez que tem se mostrado ineficiente na diminuicdo desse
patdgeno (EVANS; WEGENER, 2003), podendo ainda levar a resisténcia bacteriana
(BARROW; WALLIS, 2000; IWAMOTO et al, 2017). Portanto, se faz necessaria a
busca por métodos alternativos, como por exemplo, bioprodutos que possam auxiliar no
controle de Salmonella spp.

A utilizacdo de ferramentas tais como prebidticos, probidticos, produtos de
exclusdo competitiva, acidos organicos incorporados em agua ou ragdo, como parte de
um rigoroso e complexo programa de biosseguridade envolvendo os diferentes elos da
cadeia avicola, a utilizacdo seria crucial para o controle de Salmonella spp. na producédo
de carne e ovos (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).

A sanguinarina € um alcaldide obtido da extracdo de plantas da familia
Papaveraceae, como a Sanguinaria canadensis (MAHADY; BEECHER, 1994). De
acordo com Pickler et al. (2013), a sanguinarina reduziu a colonizagdo cecal de
Salmonella Enteritidis em frangos de corte experimentalmente desafiados, além de
auxiliar na modulacdo da imunidade intestinal. O Original XPC™ é um bioproduto
originado da fermentacdo do Saccharomyces cerevisiae com agdo sobre Salmonella spp.
Sua utilizacdo reduziu a presenca de Salmonella Typhimurium em fezes cecais de frangos
de corte e ainda favoreceu o estabelecimento de uma flora intestinal mais saudavel
(PARK et al., 2017).

Diante do exposto, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito dos
compostos bioativos comerciais, adicionados a ragdo, sobre a infeccdo por Salmonella
Heidelberg em ceco, figado e baco de pintainhos de corte, bem como as alteracdes

histopatolégicas nesses Orgaos.

1.4 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos utilizados na pesquisa foram submetidos e aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPB, sob o protocolo n° 140/2017,
seguindo as determinacdes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
Os experimentos foram realizados em instalagdes do Centro de Ciéncias Agrarias da

Universidade Federal da Paraiba, Campus Il, Areia, Paraiba.
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1.4.1 Aves e InstalacGes

Para os ensaios in vivo, foram utilizados 150 pintainhos de corte de lote misto de
um dia de idade da linhagem COBB® (Cobb-Vantress Brasil Ltda), obtidos de um
incubatdrio privado. No momento da chegada, colheram-se amostras de meconio das
caixas de transporte para pesquisa de Salmonella spp. de acordo com metodologia
descrita por Zancan et al. (2000).

As salas experimentais foram previamente limpas e desinfetadas. As aves foram
alojadas em caixas de papeldo com dimensfes de 80 x 50 x 50 cm. Todas as caixas foram
previamente forradas com papel Kraft coberto com 5 cm de cama de maravalha
autoclavada. A abertura das mesmas recebeu protecdo de malha de nylon para evitar
contaminacdo por moscas. Todas foram equipadas com bebedouros e comedouros.
Durante o periodo experimental as aves receberam aquecimento elétrico apropriado, agua
e racdo ad libitum. A dieta experimental foi elaborada com farelo de milho e farelo de
soja para a fase inicial, seguindo as recomendacfes nutricionais estipuladas por Rostagno
et al. (2011), sem a adicdo de promotores de crescimento e anticoccidianos.

Adicdo dos compostos bioativos comerciais, a dose de todos 0s compostos

utilizados neste estudo seguiram as recomendagOes de cada fabricante.

1.4.2 Bactéria

Foi utilizada uma estirpe da Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo
Heidelberg (de maneira simplificada Salmonella Heidelberg ou SH) com resisténcia
induzida ao 4cido nalidixico (100 pg/mL), gentiimente cedida pelo Prof. Angelo
Berchieri Junior do Departamento de Patologia Veterinaria da Universidade Estadual
Paulista, Campus de Jaboticabal. O isolado foi semeado em &gar verde brilhante
(OXOID, UK) a 37°C por 24 horas. Uma colonia isolada foi entdo inoculada em 40 ml
caldo nutriente (ACUMEDIA, US) e incubada em estufa bacteriologica a 37°C por 18
horas sob agitacéo.

Uma aliquota de 0,1 mL da cultura de SH foi diluida em 0,9 mL de PBS,
posteriormente diluida em série decimal em agar verde brilhante (Acumedia®, EUA)

contendo NAL (100 pg/mL), com posterior incubagdo a 37°C, sendo posteriormente
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realizada a contagem das unidades formadoras de colonias. A cultura continha 1 x 10°
UFC de SH/mL.

1.4.3 Desafio por Contato

Com intuito de mimetizar a transmissdo que ocorre a campo, realizou-se o desafio
por contato. Para isso, 6 das 30 aves de cada grupo (com excecdo das aves do grupo 1)
foram infectadas experimentalmente por via intra-esofagica com 0,5 mL de cultura
contendo 1 x 10® de SH aos 2 dias de vida. Em seguida, as aves infectadas foram
identificadas com anilhas de marcagdo e reintroduzidas ao grupo (BERCHIERI JUNIOR;
FREITAS NETO, 2009).

1.4.4 Delineamento Experimental

Os 150 pintainhos foram aleatoriamente divididos em 5 grupos de 30 aves (Tabela

1). Cada caixa recebeu 15 aves, resultando em duas caixas por grupo.

Tabela 1. Delineamento experimental

GRUPO TRATAMENTO
C- Racdo sem suplementacdo e sem desafio.
C+ Racdo sem suplementacdo + desafio com SH por contato
SANG Racdo suplementada com Sanguinarina concentracdo de 100g/ton +

SH por contato
XPC Racdo com Original XPC na concentragdo de 1,25 g/kg + SH por
contato
SANG+XPC  Ragdo suplementada com Sanguinarina + Original XPC nas
concentracdes de 100g/ton e 1,25 g/lkg + SH por contato

1.4.5 Quantificagdo de Salmonella Heidelberg

Para a avaliagdo da colonizagdo cecal e infeccdo sistémica, cinco aves de cada
grupo foram eutanasiadas por deslocamento cervical aos 3, 7, 14 dias pds-infeccao (dpi).

Durante a necropsia colheu-se assepticamente parte do conteldo cecal e fragmentos de
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baco e figado de todos os animais abatidos por tratamento. As amostras colhidas de baco
e figado foram maceradas e o conteldo cecal homogeneizado em solugdo salina
tamponada pH 7,4 (PBS) na proporcdo de 1:10. Em seguida realizou-se a diluicdo seriada
decimalmente em PBS. De cada diluicdo foi retirado 0,1 mL, espalhando em placas de
petri contendo verde brilhante acrescido de acido nalidixico na concentracdo de
100pg/mL de meio (VB Nal). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. O nimero
de coldnias por grama de 6rgdo foi convertido em logl0 para analise dos resultados. Na
auséncia de colbnias, aos respectivos frascos contendo as amostras homogeneizadas em
PBS (1:10), foi adicionado igual wvolume de Caldo Selenito (OXOID, UK), e
posteriormente incubados e semeados em VB Nal. A auséncia de SH em aves do grupo
controle negativo foi confirmada por meio de suabes cloacais realizados nas aves durante

as trés coletas.

1.4.6 Avaliacdo Macro e Microscopica

Durante a necropsia avaliou-se as alteracbes macroscopicas. Para analise das
alteracBes microscopicas, foram realizados cortes histopatologicos de figado, ceco e ileo
nos dias 3, 7 e 14 dpi de cinco aves de cada grupo.

O material coletado foi fracionado e mergulhado em uma solugdo de formol a
10% neutro tamponado (NBF) na proporcdo de 10:1 (solucdo de formaldeido: fragmento
de 6rgdos), permanecendo por 48 horas. Em seguida, os fragmentos foram desidratados
em alcool etilico em concentracdes crescentes, diafanizados por xilol, impregnados e
incluidos em parafina. Os blocos foram cortados em micrétomo (LEICA RM 2255)
ajustado para 4 pum, os quais foram em seguida, corados segundo a técnica de
Hematoxilina-Eosina (HE).

A intensidade das lesdes microscOpicas observadas nas amostras de cecos,
figados e ileos, foram classificadas considerando escores de O a 3; foi atribuido escore O
para auséncia de lesdo, 1 para alteraces discretas, 2 para alteracdes moderadas e 3 para
alteracfes acentuadas. As imagens de alteracbes histopatologicas foram capturadas
comcamera OLYMPUS SC30 acoplada ao microscopio Optico usando um software de
analise de imagem (OLYMPUS Stream 2.2).

Para a andlise histomorfométrica do ileo foram utilizados cinco animais por
tratamento, por idade de amostragem. Foram avaliadas a altura de vilosidade,

profundidade de cripta e area de vilosidade, as medidas foram capturadas pela camera
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(OLYMPUS DP73) acopladaao microscopio Optico através de um software de imagem
(Motic Image Plus 2.0).

Para cada animal foram efetuadas 10 mensuracdes, totalizando 50 por tratamento
para cada variavel estudada. A partir dos resultados obtidos para altura de vilosidade e
profundidade de cripta, procedeu-se o calculo da relacdo vilosidade: cripta. A area da
vilosidade foi calculada a partir dos dados de largura de vilosidade (LV) e altura de
vilosidade (AV), de acordo com a equacio descrita por Hardin et al., (1999): Area (mm?)

= altura do vilo (mm) x largura a 50% da altura do vilo (mm).

1.4.7 Analise Estatistica

As médias das contagens de SH em unidades formadoras de coldnias (UFC)
foram convertidas em logl0 e comparadas pelo teste Tukey com auxilio do programa
estatistico Assistat®, considerando o nivel de 5% como significativo (P<0,05). Para as
andlises de histomorfometria do ileo, as médias foram submetidas a andlise de variancia e

em seguida comparadas pelo Tukey com nivel de 5% de significancia.

1.5 RESULTADOS

1.5.1 Aves experimentais

Os suabes de fundo de caixa realizados no momento da chegada das aves foram

negativos para Salmonella spp.

1.5.2 Avaliacdo da colonizacéo intestinal e infecgdo sistémica

1.5.2.1 Contagem de Salmonella Heidelberg em contetdo cecal (colonizacéo
intestinal)

As médias das contagens bacterianas em conteddo cecal seguidas dos desvios
padrdo estdo disponiveis no material suplementar (Tabela S1). A figura 1 contém dados
referentes as contagens microbiologicas no conteddo cecal de pintainhos de corte em
diferentes dias pos-infeccdo (dpi). Aos 3 dpi ndo foi possivel observar efeitos dos
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bioprodutos na reducdo das contagens de SH (P>0,05). No entanto, aos 7 (dpi) as
contagens foram mais elevadas no conteldo cecal de aves do grupo controle infectado
(P<0,05) e mais baixas nos grupos tratados com bioprodutos (SANG e XPC). Aos 14 dpi,
as aves do grupo que recebeu sanguinarina (SANG) foram as que apresentaram menores
contagens (P<0,05).
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Figura 1. Média do namero viavel de unidades formadoras de col6nias (Log10 UFC/g) de Salmonella
Heidelberg em conteddo cecal de pintainhos de corte experimentalmente infectados no
segundo dia de vida e submetidos a tratamentos com bioprodutos. Amostras de 3, 7 e 14 dias
pos-infeccdo. Barras com letras diferentes indicam diferenca estatistica para o teste de Tukey
(P< 0,05).

1.5.2.2 Contagem de Salmonella Heidelberg em baco e figado (infecdo sistémica)

As figuras 2 e 3 contém dados referentes as contagens microbioldgicas em baco e
figado, respectivamente, de pintinhos de corte em diferentes dias pos-infecgdo (dpi) com
SH. As médias das contagens de SH nos dois 6rgdos se mantiveram baixas durante todo
experimento. N&o houve diferenca estatistica entre as contagens nas aves dos diferentes
tratamentos (P>0,05).



Médias (Log 10) de células viiveis (UFC/g)

Figura 2.

Médias (Log 10) de células vidveis (UFC/g)

Figura 3.

2.5

o

1.5

—

0,5

32

Baco
a
1

s m CONTROLE +
a A
I SANG

i I XPC
- B SANG + XPC
3 dias 7 dias 14 dias

Dias pés-infeccio

Média do numero viavel de unidades formadoras de colnias (Log10 UFC/g) de Salmonella
Heidelberg em bacgo de pintainhos de corte experimentalmente infectados no segundo dia de
vida e submetidos a tratamentos com bioprodutos. Amostras de 3, 7 e 14 (dpi). Barras com
letras diferentes indicam diferenca estatistica para o teste de Tukey (P< 0,05).
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Média do namero viavel de unidades formadoras de col6nias (Log10 UFC/g) de Salmonella
Heidelberg em figado de pintainhos de corte experimentalmente infectados no segundo dia de
vida e submetidos a tratamentos com bioprodutos. Amostras de 3, 7 e 14 (dpi). Barras com
letras diferentes indicam diferenca estatistica para o teste de Tukey (P< 0,05).
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1.5.3 AlteracGes Macro e Microscopicas

As alteracbes macroscopicas foram semelhantes em aves dos grupos desafiados
com SH ao longo do estudo. Inicialmente foram observadas areas hemorragicas na regido
do figado, enterite discreta e hepatomegalia (aos 3 dpi). Posteriormente, espleno e
hepatomegalia com congestdo, enterite moderada e espessamento da mucosa intestinal
(aos 7 dpi). Aos 14 dpi foi observado hepato e esplenomegalia, congestdo, capsula
hepéatica irregular e espessamento da mucosa intestinal (Tabela S2). Descricbes mais
detalhadas das intensidades dos escores das alteragbes microscopicas observadas no ceco,
figado, e ileo coletados aos 3, 7 e 14 dpi estdo disponiveis no material suplementar
(Tabelas S3 a S6 e Figuras S1 a S3).

No ceco, foram observadas alteracdes microscopicas em aves de todos os grupos
desafiados com SH. Os achados mais comuns foram infitrados heterofilico e
espessamento de lamina propria. Notou-se que as aves suplementandas com
sanguinariana (grupo SANG) apresentaram menor intensidade de infiltrado heterofilico e
menos espessamento da lamina prépria que as aves dos outros grupos. As aves dos
grupos suplementados com XPC e SANG + XPC apresentaram menos infiltrados
heterofilicos e espessamento de lamina propria que as do grupo C+.

N&o foram observadas alteracfes macro e micro digno de nota em aves do grupo
ndo desafiado (C-).



Figura 4. Fotomicrografia de infiltrados de heteréfilos (setas) na lamina propria do ceco de pintainhos
de corte desafiados com Salmonella Heidelberg submetidos a diferentes tratamentos. (A)
Grupo XPC aos 3 dpi. (B) Grupo SANG aos7 dpi. (C) Grupo controle positivo aos 3 dpi. (D)
SANG + XPC aos 7 dpi. HE, objetiva 40x

No figado as lesdes microscopicas encontradas foram congestdo de hepatocitos,
infiltrado de heter6filos nos sinusdides, areas de necrose com vacuolizacdo de
hepatocitos, agregados linfoides no parénquima hepatico, heterdfilos periportais e
inflamacdo mononuclear (Figuras 5 e 6). Houve reducdo das alteracbes ao longo do
experimento. Congestdo acentuada nos hepatocitos foi observada apenas em aves do
grupo controle infectado. Em aves dos outros grupos (SANG, XPC e SANG+XPC) foi
vista congestdo discreta dos hepatocitos. A intensidade de infitrados de heterofilos foi
discreta em aves do grupo SANG, enquanto que algumas aves dos outros grupos
apresentaram infitrados de heterofilos em intensidade moderada. As aves do grupo
SANG foram as que apresentaram menor intensidade de &reas de necrose com
vacuolizacdo de hepatocitos. Agregados linfoides no parénquima hepatico, heter6filos
periportais e inflamacdo mononuclear em intensidade moderada foram observados
principalmente em aves do grupo controle infectados. Nas aves que ingeriram 0S
bioprodutos essas altera¢cdes foram mais discretas.



Figura 5. Fotomicrografia de figados de pintainhos de corte aos 3 dias pés-infeccdo com Salmonella
Heidelberg e submetidos a diferentes tratamentos. (A) Infiltragdo mononuclear leve (seta) no
grupo controle positivo. (B) Focos discretos de infiltrados heterdfilicos e necrose de
hepatécitos (seta) no grupo SANG. (C) Inflamagcdo mononuclear moderada (seta) no grupo
XPC. (D) Infiltrado inflamatério leve (seta) no grupo SANG + XPC. HE, Objetiva 40x.

Figura 6. Fotomicrografia de figado de pintainhos de corte desafiados com Salmonella Heidelberg e
submetidos a diferentes tratamentos. (A) Congestdo moderada em figado (setas) aos 3 dpi,
grupo SANG. HE, objetiva 10 x. (B) Congestdo leve em sinuséides hepaticos (setas) no grupo
XPC aos 7 dpi. HE, objetiva 20x.



Figura 7. Fotomicrografia de figado de pintainhos de corte desafiados com Salmonella Heidelberg e
submetidos a diferentes tratamentos. (A) Area de necrose com foco inflamatério mononuclear
difuso de hepatdcitos (seta) no grupo SANG aos 7 dpi. (B) Infiltrado inflamat6rio composto
por heteréfilos perivasculares com macr6fagos predominantes no espaco periportal (setas) no
grupo controle aos 14 dpi. (C) Focos de infiltrado inflamatério leve composto por macr6fagos
(seta) no grupo SANG aos 7 dpi. (D) Infiltrados de heter6filos nos sinuséides hepéticos (seta)
no grupo SANG +XPC aos 14 dpi. HE, objetiva 40x.

No ileo foram observadas congestdo de lamina propria (Figura 8), atrofia de
vilosidades, atrofia de cripta, espessamento de Ilamina propria e proliferacdo de
enterocitos (Figura S4). Aves do grupo controle positivo e XPC apresentaram congestéo
de maior intensidade que as aves dos demais grupos desafiados. Por outro lado a atrofia
de vilosidade foi mais severa em aves do controle positivo. Alteracdo do tipo atrofia de
cripta foi observada de maneira semelhante em aves de todos os grupos infectados. Com
relacdo ao espessamento de lamina préopria, as aves do grupo SANG foram as que
apresentaram menos escores. Os enterOcitos apresentaram-se com mais proliferacdo em
aves do grupo controle positivo.
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Figura 8. Fotomicrografia do ileo de pintainhos de corte desafiados com
Salmonella Heidelberg. Nota-se congestdo acentuada na lamina
prépria (setas) em aves do grupo XPCaos 14 dpi. HE, objetiva
20x.

1.5.4 Histomorfometria do lleo

As médias de parametros histomorfométricos do ileo de pintainhos desafiados
com SH em diferentes intervalos estdo disponiveis no material suplementar (Tabela S7).
Aos 3 dpi, com relacdo a altura de vilosidades ndo houve diferenca significativa entre
grupos avaliados (P>0,05). Para profundidade de cripta, as médias mais elevadas foram
observadas em aves do grupo (XPC) e menores médias em aves do grupo controle
negativo (P<0,05). N&o foram observadas nenhuma diferenca significativa entre as
varidveis relagdo vilo:cripta e area de vilosidade (P>0,05).

Aos 7 dpi, a altura de vilosidade foi maior em aves dos tratamentos controle
negativo e com suplementagdo de SANG (P<0,05). Em relacdo a profundidade de cripta,
a menor média foi observada em aves do grupo XPC e as maiores em pintainhos

suplementados com SANG na dieta e controle positivo (P>0,05). Na relagéo vilo: cripta,
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a menor média foi observada em aves do grupo controle positivo e a maior em aves do
grupo XPC. A menor area de vilosidade a menor média foi observada em aves do grupo
controle positivo e as mais elevadas em aves do grupo controle negativo e do SANG
(P<0,05).

Aos 14 dpi, a altura de vilosidade foi mais elevada em aves dos grupos
suplementados com SANG e SANG + XPC (P<0,05). Para a profundidade de cripta, a
menor média foi obtida de aves do grupo controle sem SH e maior no grupo controle
positivo (P<0,05). Na variavel relacdo vilo:cripta, a maior média foi observada em
pintainhos do grupo SANG +XPC e menor média em aves do grupo controle positivo
(P<0,05). Para area de vilosidade, as médias mais elevadas foram obtidas de aves dos

grupos SANG e controle negativo (P<0,05).

1.6 DISCUSSAO

A Salmonella Heidelberg é atualmente um dos sorotipos predominantes nas
criagbes de frango de corte do Brasil (PULIDO-LANDINEZ et al, 2013). Segundo
estudos prévios, a sanguinarina além de atuar na inibicdo da multiplicacdo bacteriana
(HERRERA-MATA & ROSAS-ROMERO 2002), auxiliaria na modulacdo e estimulo da
resposta imune (inata e adaptativa) da ave (PICKLER et al., 2013). O que poderia
explicar a consideravel reducdo de SH observada aos 14 dpi nas aves do presente estudo.
Neste periodo, o0 sistema imune jA& ndo € completamente imaturo e pode ter sido
estimulado pela sanguinarina a controlar a infe¢éo intetinal por SH.

Crhanova et al. (2011) descreveram em aves a existéncia um eixo de resposta
imune intestinal do tipo Th-17, a qual atuaria na destruicdo de patdgenos intestinais,
incluindo  Salmonella Heideloberg. E possivel que a sanguinarina tenha efeito modulatorio
desse tipo de resposta.

No presente trabalho, observou-se que nas aves suplementadas com XPC, a
reducdo de SH ocorreu aos 7 dpi (10 dias de vida). Portanto, € possivel que o produto
também aja estimulando o sistema imune inato ou atue diretamente na inibicdo da
multiplicacdo de Salmonella Heidelberg.

N&o foram encontradas diferencas (P>0,05) nas contagens de SH em amostras de
figado e baco colhidas de aves submetidas aos diferentes tratamentos. As contagens se

mantiveram baixas ao longo do experimento, mesmo nas aves do grupo C+. Segundo
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Gast et al. (2013), estirpes de sorotipos causadoras do paratifo aviario possuem
patogenicidade variada, algumas sd@o menos invasivas, permanecendo no trato digestorio
sem provocar infeccdo sistémica severa.

N&o foi possivel avaliar a acdo dos bioprodutos na reducdo da infeccdo sistémica
de SH por meio das contagens em baco e figado. No entanto, notou-se alteracdes
macroscépicas de grau moderado, incluindo aumento de volume e congestdo de baco e
figado, em aves de todos os grupos infectados. Alteracbes compativeis com quadro de
infeccdo sistémica transitoria desencadeada por estirpes paratificas de Salmonella spp.
durante a infegédo de aves (BARROW, 2000; BERCHIERI JUNIOR & FREITAS NETO,
2009).

Com relacdo aos exames microscopicos, 0s achados mais comuns no ceco foram
infiltrados  heterofilicos e espessamento de lamina propria. Em figado incluiram
congestdo de hepatdcitos, infiltrado de heter6filos nos sinusdides, areas de necrose e
inflamacdo mononuclear. No ileo, as alteragdes mais encontradas foram congestdo de
lamina proépria, atrofia de vilosidades, atrofia de cripta e espessamento de lamina propria.
Notou-se que a intensidade de alteracbes microscopicas foi menor nas aves
suplementadas com os bioprodutos, quando comparadas as do grupo controle infectado.

Aves suplementadas com sanguinarina (grupo SANG) foram as que menos
desenvolveram alteragdes. A maioria das alteragBes nos tecidos, principalmente figado e
lamina propria das alcas intestinais sdo oriundas de processos inflamatorios (VAN
IMMERSEEL et al., 2002), elaborados pelo organismo da ave na tentativa de debelar a
infeccdo (LOPES et al,, 2011). Tais reacdes nem sempre sdo vantajosas para as aves,
resultando em danos teciduais e perdas metabdlicas que pode afetar o desempenho das
mesmas (COX et al, 2010). Ao que tudo indica ambos bioprodutos utilizados no presente
estudo tiveram efeito imunomodulador, reduzindo os efeitos colaterais da resposta
inflamatdria  desecadeada por SH. Lensing et al. (2012), estudando a acdo do XPC
também relatou reducdo da frequéncia e severidade das alteracbes no intestino de
galinhas poedeiras comerciais.

Com relacdo aos parametros histomorfométricos do ileo, observou-se de maneira
geral, ao longo do estudo, médias mais elevadas de altura e area de vilo em aves do grupo
controle ndo infectadas e também nas do grupo SANG. As menores medias de altura de
vilosidades foram encontradas nas aves do controle infectado, indicando acdo deletéria da
estirpe no epitelio intestinal (CHIQUIERI et al, 2007; FURLAN et al, 2004;
HANCOCK, 1990). Yamauchi & Ishiki (1991) destacam que o tamanho das vilosidades
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esta relacionado com o numero de enterdcitos e, consequentemente, maior a area de
absorcdo dos nutrientes. Portanto, a acdo da sanguinarina na reducdo da multiplicacdo de
SH auxiliou também na recuperacdo ou manutencao da integridade da mucosa intestinal.
No parametro profundidade de cripta, o qual indica atividade de renovacao
epitélio intestinal (LOPES et al., 2011; PLUSKE et al.; 1997) as médias foram menores
em aves do grupo controle negativo e as mais elevadas nas aves do grupo SANG.
Segundo Furlan et al. (2004) aumento na profundidade de cripta indicam acelerada
atividade proliferativa celular, que pode ocorrer ndo s6 devido a um efeito trofico de um
ingrediente na dieta, mas também devido a alguma injuria da mucosa por processos
inflamatorios. Possivelmente, a sanguinariana exerca também acdo trofica no epitélio

intestinal.

1.7 CONCLUSAO

A adicdo de bioprodutos na dieta de aves, sobretudo da sanguinarina, auxiliou no
controle da infecgdo por Salmonella Heidelberg, reduzindo sua contagem em conteudo
cecal e minimizando alteragdes em figado, ceco e ileo. Portanto a adicdo de sanguinarina

na dieta de aves por melhorar a salde intestinal geral e intestinal das aves.

1.8 REFERENCIAS

BARROW, P. A.; WALLIS, T. S. Vaccination against Salmonella infections in food
animals: rationale, theoretical basis and practical application. In: Wray, C. (Ed.)
Salmonella in domestic animals. Oxford: CAB International, p.323-339, 2000.

BERCHIERI JUNIOR, A.; FREITAS NETO, O. C. Salmoneloses. In: BERCHIERI
JUNIOR, A SILVA, E. N.; FABIO, J. D.; SESTI, L.; ZUANAZE, M. A. F. (Eds.).
Doencas das Aves. 2. Ed. Campinas: FACTA, 2009, p. 435-453.

CDC. CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION. Salmonella

surveillance: annual summary, 2014. U.S. Department of Health and Human Services,



41

CDC, Atlanta, GA, 2014. Disponivel em:
<https://www.cdc.gov/nationalsurveillance/salmonella-surveillance.html>. Acesso  em:
22 Dez. 2017.

CRHANOVA, M.; HRADECKA, H.; FALDYNOVA, M.; MATULOVA, M,
HAVLICKOVA H.; SISAK F.; RYCHLIK I. Immune response of chicken gut to natural
colonization by gut microflora and to Salmonella enterica serovar Enteritidis infection.
Infection and Immunity, v. 79, n. 7, p. 2755-63, 2011. Disponivel em:

< https//doi.org/10.1128/1A1.01375-10>. Acesso em: 10 Mar. 2018.

CHIQUIERI, J.; SOARES, R. T. R. N.; HURTADO NERY, V. L; CARVALHO, E. C.
Q.; COSTA, A. P. D. Bioquimica sangliinea e altura das vilosidades intestinais de suinos
alimentados com adicdo de probidtico, prebidtico e antibidtico. Revista
Brasileira de Saude e Producdo Animal, v.8, n. 2, p.97-104, 2007.

CHITTICK, P.; SULKA, A.; TAUXE, R\V.; FRY, A. M. A summary of national reports
of foodborne outbreaks of Salmonella Heidelberg infections in the United States: Clues
for disease prevention. Journal of Food Protection, v. 69, n. 5, p. 1150-1153, 2006.

COLLA, F. L; RODRIGUES, L. B.; DICKEL, E. L.; NASCIMENTO, V. P.; SANTOS,
L.R. Salmonella Heidelberg isolated at different points of the broiler slaughter house.
Arquivos do Instituto Biologico, v. 79, n. 4, p. 603-606, 2012. Disponivel em:
<http//dx.doi.org/10.1590/S1808-16572012000400018>. Acesso em: 17 Jan. 2018.

COX, C. M.; SUMNERS, L. H.; KIM, S.; McELORQY, A. P.; BEDFORD, M.R;;
DALLOUL, R.A. Immune response to dietary - glucan in broiler chicks during na
Eimeria challenge. Journal of Poultry Science, Champaign v. 89, n.12, p. 2597-2607,
2010.

EVANS, M. C.; WEGENER, H. C. Antimicrobial Growth Promoters
and Salmonella spp., Campylobacter spp. in  Poultry and  Swine, Denmark
Emerging Infectious Diseases, v. 9, n. 4, p. 489-92, 2003. Disponivel em:
<https:/doi.org/10.3201/eid0904.020325>. Acesso. 19 Fev. 2018.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Crhanova%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21555397
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hradecka%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21555397
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Faldynova%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21555397
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matulova%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21555397
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Havlickova%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21555397
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sisak%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21555397
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rychlik%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21555397
https://doi.org/10.1128/IAI.01375-10
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chittick%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16715818
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sulka%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16715818
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tauxe%20RV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16715818
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fry%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16715818
http://dx.doi.org/10.1590/S1808-16572012000400018
https://doi.org/10.3201/eid0904.020325

42

FURLAN, R. L.; MACARI, M.; LUQUETTI, B. C. (2004). Como avaliar os efeitos do
uso de prebioticos, probidticos e flora de exclusio competitiva. In: SIMPOSIO
TECNICO DE INCUBACAO, MATRIZES DE CORTE E NUTRICAO. (2004),

Balneario Camborit, Santa Catarina: Anais... p. 6-28.

GAST, R. K.; GURAYA, R.; JONES, D. R.; ANDERSON, K. E. Colonization of
internal organs by Salmonella Enteritidis in experimentally infected laying hens housed
in conventional or enriched cages. Journal of Poultry Science, v. 92, n. 2, p. 468-473,
2013.  Disponivel em: <https//doi.org/10.3382/ps.2012-02811>. Acesso em:. 11 Fev.
2018.

HANCOCK, J. D.; PEO, E. R. J. R,; LEWIS, A. J.; MOXLEY, R. A. Effects of etanol
extraction and heat treatment of soybean flakes on function and morphology of pig
intestine. Journal of Animal Science, v.68, p. 3244-3251, 1990.

HARDIN, J. A; CHUNG, B.; LOUGHLIN, E. V. O.; GALL, D. G. The effect of
epidermal growth factor on brush border surface area and function in the distal remnant
following resection in the rabbit. Gut. v. 44, n. 1, p. 26-32, 1999.

HERRERA-MATA, H.; ROSAS-ROMERO, A.; OSCAR, C. V. Biological activity of
“Sanguinaria” (Justicia secunda) extracts. Pharmaceutical Biology, v. 40, n. 3, p. 206-
212, 2002. Disponivel em: < https://doi.org/10.1076/phbi.40.3.206.5826 >. Acesso em:
05 Fev. 2018.

IWAMOTO, M.; REYNOLDS, J.; KARP, B. E.; TATE, H.; FEDORKA-CRAY, P. J;
PLUMBLEE, J. R.; et al. Ceftriaxone-Resistant nontyphoidal Salmonella from humans,
retail meats, and food animals in the United States, 1996-2013. Foodborme
Pathogens and Disease, v. 14, n. 2, p. 74-83, 2017. Disponivel em:
< https://doi.org/10.1089/fpd.2016.2180>. Acesso em: 09 Jan. 2018.

LENSING, M.; VAN DER KLIS, J. D.; YOON, |; MOORE, D. T. Efficacy of
Saccharomyces cerevisiae fermentation product on intestinal health and productivity of

coccidian-challenged laying hens. Journal of Poultry Science, v. 91, n. 7, p. 1590-1597,


https://doi.org/10.3382/ps.2012-02811
https://www.tandfonline.com/author/V%2C+Oscar+Crescente
https://doi.org/10.1076/phbi.40.3.206.5826
https://doi.org/10.1089/fpd.2016.2180

43

2012. Disponivel em: <https:/doi.org/10.3382/ps.2011-01508>. Acesso em: 02 Fev.
2018.

LOPES, C. C.; RABELLO, C. B.; SILVA JUNIOR, V. A;; HOLANDA, M. C. R;
ARRUDA, E. M. F.; SILVA, J. C. R. Desempenho, digestibilidade, composicdo corporal
e morfologia intestinal de pintos de corte recebendo dietas contendo levedura de cana-de-
acucar. Acta Scientiarum. Animal Sciences, v.33, n. 1, p.33- 40, 2011. Disponivel em:
<https//dx.doi.org/ 10.4025>. Acesso em: 11 Fev. 2018.

MAHADY, G. B.; BEECHER, C. W. Quercetin-induced benzophenanthridine alkaloid
production in suspension cell cultures of Sanguinaria canadensis. Planta Medica v. 60, n.
6, p. 553-557, 1994. Disponivel em:<https://doi.org/10.1055/s-2006-959570>. Acesso
em: 10 Jan. 2018.

MAJOWICZ, S. E.; MUSTO, J.; SCALLAN, E.; ANGULO, F. J.; KIRK, M.; O'BRIEN,
S. J.; JONES, T. F.; FAZIL, A.; HOEKSTRA, R. M. The global burden of nontyphoidal
Salmonella gastroenteritis. Clinical Infectious Diseases, v. 50, n. 6, p. 882-889, 2010.
Disponivel em: <https// doi:10.1086/650733>. Acesso em: 14 Jan. 2018.

PARK, S. H.; KIM, S. A.; LEE, S. I.; RUBINELLI, P. M.; ROTO, J. M.; PAVLIDIS, H.
O.; MCINTYRE, D. R.; RICKE, S. C. Original XPC™ Effect on Salmonella
Typhimurium and Cecal Microbiota from Three Different Ages of Broiler Chickens
When Incubated in na Anaerobic In Vitro Culture System. Frontiers in Microbiology, v.
8, p. 1070, 2017. Disponivel em: <https://doi:10.3389/fmich.2017.01070>. Acesso em:
23 Jan. 2018.

PICKLER, L.; BEIRAO, B. C. B; HAYASHI, R. M.; DURAU, J. F.; LOURENCO, M.
C.; CARON, L. F.; SANTIN, E. Effect of sanguinarine in drinking water on Salmonella
control and the expression of immune cells in peripheral blood and intestinal mucosa of
broilers. The Journal of Applied Poultry Research, v. 22, n. 3, p. 430-438, 2013.
Disponivel em: <https//doi.org/10.3382/japr.2012-00649>. Acesso em: 14 Fev. 2018.

PLUSKE, J. R.;; HAMPSON, D. J.; WILLIAMS, I. H. Factors influencing the structure

and function of the small intestine in the weaned pig: a review. Livestock Production


https://doi.org/10.3382/ps.2011-01508
http://periodicos.uem.br/ojs/index.php/ActaSciAnimSci/index
https://doi.org/10.1055/s-2006-959570
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/journals/clin-infect-dis/
https://doi.org/10.1086/650733
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology
https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.01070
http://www.speciation.net/Database/Journals/Journal-of-Applied-Poultry-Research-;i3578
https://doi.org/10.3382/japr.2012-00649

44

Sciense, v.51, p. 215-236, 1997. Disponivel em: <https:/dx.doi.org/10.1016/50301-
6226(97)00057-2 >. Acesso em: 28 Jan. 2018.

PULIDO-LANDINEZ, M.; SANCHEZ-INGUNZA, R.; GUARD, J.; NASCIMENTO, V.
P. Assignment of serotype to Salmonella enterica isolates obtained from poultry and their
environment in southern Brazil. Letters in Applied Microbiology, v. 57, n. 4, p. 288-
294, 2013. Disponivel em: <https//dx.doi.org/10.1111/lam.12110>. Acesso em: 07 Jan.
2018.

ROSTAGNO, H. S.; ALBINO, L. F. T.; DONZELE, J. L.; GOMES, P. C.; OLIVEIRA,
R. F.; LOPES, D. C.; FERREIRA, A. S.; BARRETO, S. L. T.; EUCLIDES, R. F.

Tabelas brasileiras para aves e suinos: composicdo de alimentos e exigéncias
nutricionais - 3. ed. Vigosa, MG: UFV, 252 p. 2011.

TOLOSA, E. M. C,; RODRIGUES, C. J.; BEHMER, O. A.; FREITAS NETO, A. G.

Manual de Técnicas para histologia normal e patologica. 2. Ed. Editora Manole, 2003.

VAN IMMERSEEL, F.; DE BUCK, J.; DE SMET, |.; MAST, J.; HAESEBROUCK, F.;
DUCATELLE, R. Dynamics of immune cell infiltration in the cecal lamina propria of
chickens after neonatal infection with Salmonella Enteritidis strain. Developmental and
Comparative  Immunology, v. 26, p. 355-364, 2002. Disponivel em:
<https//doi.org/10.1016/SO145-305X(01)00084-2>. Acesso em: 03 Fev. 2018.

VOSS-RECH, D.; VAZ, C. S. L.; ALVES, L.; COLDEBELLA, A.; LEAO, J. A;
RODRIGUES, D. P.; BACK, A. A temporal study of Salmonella enterica serotypes from
broiler farms in Brazil. Journal of Poultry Science, v. 94, n. 3, p. 433-441, 2015.
Disponivel em: <https//doi.org/10.3382/ps/peu081>. Acesso em: 24 Jan. 2018.

YAMAUCHI, K. E.; ISHIKI, Y. Scanning electron mocroscopic observatios on the
intestinal villi in growing White Leghorns and broiler chicken, from 1 to 30 days of age.
British  Poultry  Science, v. 32, p. 67-78, 1991. Disponivel em:
<https//doi.org/10.1080/00071669108417328>. Acesso em: 09 Fev.2018.



https://dx.doi.org/10.1016/s0301-6226(97)00057-2
https://dx.doi.org/10.1016/s0301-6226(97)00057-2
https://dx.doi.org/10.1111/lam.12110
https://doi.org/10.3382/ps/peu081
https://doi.org/10.1080/00071669108417328

45

ZANCAN, F. B.; BERCHIERI JUNIOR, A.; FERNANDES, S. A.; GAMA, N. M. S. Q.
Salmonella spp. investigation in transport box of day old birds. Brazilian Journal of
Microbiology, Sdo Paulo, v. 31, n. 3, p. 230-232, 2000. Disponivel em:
<https://dx.doi.org/10.1590/S1517-83822000000300016>. Acesso em: 18 Jan. 2018.

ZHAO, S.; MCDERMOTT, P. F.; FRIEDMAN, S., ABBOTT, J; AYERS, S,
GLENN, A.; HALL-ROBINSON, E.; HUBERT, S. K.; HARBOTTLE, H.; WALKER,
R. D.; CHILLER, T. M.; WHITE, D. G. Antimicrobial resistance and genetic
relatedness among Salmonella from retail foods of animal origin. NARMS retail meat
surveillance. Foodborme Pathogens and Disease, v. 3, p. 106-117, 2006. Disponivel
em: <https://doi.org/10.1089/fpd.2006.3.106>. Acesso em: 13 Fev. 2018.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McDermott%20PF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16602986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Friedman%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16602986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abbott%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16602986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ayers%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16602986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Glenn%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16602986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hall-Robinson%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16602986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hubert%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16602986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harbottle%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16602986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Walker%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16602986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Walker%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16602986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chiller%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16602986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=White%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16602986
https://doi.org/10.1089/fpd.2006.3.106

46

CONSIDERACOES FINAIS

A busca por melhores ferramentas de controle das salmoneloses € constante na
avicultura industrial devido a problemas relacionados a comercializacdo de produtos
contaminados com este patdgeno. A salmonelose é considerada uma das enfermidades
mais problematicas para a salde publica e na avicultura pela elevada endemicidade, alta
morbidade e, acima de tudo, pela dificuldade no controle.

Dentre os sorotipos mais prevalentes, a Salmonella Heidelberg (SH) é um agente
de infeccdo alimentar em humanos cujos casos de isolamento em aves e derivados tém
aumentando consideravelmente no Brasil nos Ultimos anos, especialmente em lotes de
frangos de corte e matrizes pesadas.

O controle deste patdgeno apresenta-se bastante complexo, cepas diferentes
respondem de forma impar. Diante deste cendrio, 0 extrato de sanguinarina como
ferramentas de controle foi capaz de reduzir a proliferagdo da Salmonella no ceco de
pintainhos desafiados, além de proporcionar equilibrio dos componentes da resposta
imunologica celular do trato gastrintestinal e poucas alteragcfes microscopicas, atuando
como imunomodulador e recuperando a integridade da saldde intestinal nos pintainhos
infectados com Salmonella Heidelberg.

As praticas de biosseguridade e o controle sanitario sdo condicfes fundamentais
para garantir a avicultura brasileira a conquista e manutencdo de mercados internacionais
com seus produtos de qualidade. Para futuras pesquisas sugere-se avaliacdo mais
criteriosa com diferentes bioprodutos para compreensdo da resposta microbioldgica e
imunologica em aves desafiadas com diferentes sorotipos de Salmonella ssp., o que

poderé auxiliar no desenvolvimento de novas ferramentas para controle deste patdgeno.
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Tabela S1- Média (log™®) do nimero de células viéveis (UFC/g) em amostras de ceco de pintainhos de corte
desafiados com SH em diferentes intervalos de tratamentos.

TRATAMENTOS 30pi 7 dpi 14 dpi
CONTROLE + 7,69 £041 a 6,56 +1,18 a 6,28 +1,31 a
SANG 719 +031 a 424 £051 b 321 +123 b
XPC 718 +085 a 40 +1,44 b 579 +146 a
SANG +XPC 715 +046 a 580 +1,84 ab 556 +1,38 a

Dpi: dias pds-infeccdo

b | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa no teste de Tukey (P<0,05).
Média + Erro-padrdo dacontagem bacteriana emceco em cada momento.

Tabela S2- AlteragBes macroscoOpicas observadas em pintainhos de corte desafiados experimentalmente com
Salmonella Heidelberg ap6s necropsia aos 3, 7 e 14 dpiem diferentes tratamentos.

GRUPOS Dias pés-infeccao
3 7 14
CONTROLE + Hepatomegalia (3/5) Enterite moderada (5/5) | Esplenomegalia com
Esplenomegalia (2/5) congestéo (3/5)
Hepatomegalia com Hepatomegalia (3/5)
congestéo (3/5) Cépsula hepatica
irregular (2/5)
SANG Enterite discreta (2/5) Hepatomegalia (3/5) Hepatomegalia com
congestdo (3/5)
XPC Areas hemorragicas na | Enterite moderada (2/5) | Espessamento da
regido do figado (2/5) mucosa intestinal (3/5)
Hepatomegalia (2/5) Figado congesto (3/5)
Hepatomegalia (2/5)
SANG + XPC - Espessamento da Hepatomegalia (3/5)

mucosa intestinal (2/5)

Tabela S3- Alteragdes microscépicas observadas emceco, figado e ileo em diferentes periodos,em

pintainhos de corte infectados com Salmonella Heidelberg no controle positivo.

CECO
Dpi 3 7 14
Escore -+ ++ +++ | -+ ++ +++ | -+ ++ +++
Infiltrados heterofilicos | 2 1 2 3 1 1 2 2 1
na lamina propria
Espessamento de 2 2 1 2 2 1 2 1 2
lamina propria
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FIGADO
Dpi 3 7 14
Escore ++ +H+ | -+ ++ +++ ++ +++
Congestao de 1 1 1 1 2 1 1 1
hepatécitos
Infiltrado de heterdfilos 1 3 2 1
nos sinusoGides
Avreas de necrose com 1 2 2 1 2
vacuolizagdo de
hepatdcitos
Agregados linfoides em 2 2 2 1 1
parénquima hepatico
Heterofilos periportais 1 2 2 1
Inflamagdo
mononuclear 2 2 1

ILEO

Dpi 3 7 14
Escore ++ +++ | -+ ++ +++ ++ +++
Congestdo de lamina 1 3 2 1 1
prépria
Atrofia de criptas 1 2 2 1
Espessamento de 2 2 2 1 1
lamina propria
Proliferacdo de
enterdcitos 1 2 3 1

Tabela S4 - Alteragdes microscépicas observadas em ceco, figado e ileo em diferentes periodos, em

pintainhos de corte infectados com Salmonella Heidelberg suplemetados com SANG.

CECO

Dpi 3 7 14
Escore ++ +++ | - + ++ +++ ++ +++
Infiltrados heterofilicos 1 3
na lamina propria
Espessamento de 4 1
lamina propria

FIGADO
Dpi 3 7 14
Escore ++ +++ [ -+ ++ +++ ++ +++
Congestdo de 1 3 2
hepatécitos
Infiltrado de Heterofilos 3 2
nos Sinusoides
Areas de necrose com 1 2 3
vacuolizagéo de
hepatocitos
Agregados linféides em 2 3
parénquima hepatico
Heterdfilos periportais 3 2
Inflamacéo
mononuclear 1 3 2
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iLEO
Dpi 3 7 14
Escore + ++ +++ | - + ++ +++ ++ +++
Congestdo de lamina 2 1 3
prérpia
Atrofia de criptas 2 3 2
Espessamento de 1 5
lamina propria
Proliferacdo de
enterocitos 2 4 1

Tabela S5 - Alteragdes microscépicas observadas em ceco, figado e ileo em diferentes periodos, em

pintainhos de corte infectados com Salmonella Heidelberg supelementados com XPC.

CECO
Dpi 3 7 14
Escore + ++ +++ | -+ ++ +++ ++ +++
Infiltrados heterofilicos 2 1 3
na lamina propria
Espessamento de 1 2 3
ldamina propria

FIGADO

Dpi 3 7 14
Escore + ++ +++ [ -+ ++ +++ ++ +++
Congestdo de 2 1 3
hepatécitos
Infiltrado de heterdfilos 2 1 2 2 1 1
nos sinusodides
Avreas de necrose com 11 2 3
vacuolizagéo de
hepatocitos
Agregados linféides em 2 3 2
parénquima hepatico
Heterdfilos periportais 2 1 2 2 1
Inflamagéo
mononuclear 1 1 2 3

ILEO
Dpi 3 7 14
Escore + ++ +++ | - 4+ ++ +++ ++ +++
Congestéao de lamina 2 1 2 1 1 1
propria
Atrofia de criptas 3 4 1
Espessamento de 1 1 2 3
ldamina propria
Proliferacdo de
enterocitos 2 2 3

Tabela S6- AlteragGes microscopicas observadas em ceco, figado e ileo em diferentes periodos, em
pintainhos de corte infectados com Salmonella Heidelberg suplementados com SANG + XPC.
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CECO
Dpi 3 7 14
Escore -+ ++ ++ | -+ ++ +++ | -+ ++ +++
Infiltrados heterofilicos | 2 2 1 2 2 1 4 1
na lamina prépria
Espessamento de 2 3 3 2 3 2
ldamina propria
FIGADO
Dpi 3 7 14
Escore -+ ++ ++ | -+ ++ +++ | -+ ++ +++
Congestao de 2 1 2 3 2 4 1
hepatécitos
Infiltrado de heterdfilos | 2 2 1 2 2 1 3 2
nos sinusoides
Areas de necrose com 3 2 3 2 2 2 1
vacuolizagdo de
hepatdcitos
Agregados linféidesem | 3 2 3 2 3 2
parénquima hepético
Heterofilos periportais 3 2 2 2 1 3 2
Inflamagéo
mononuclear 2 3 2 3 4 1
ILEO
Dpi 3 7 14
Escore - + ++ +++ - + ++ +++ - + ++ +++
Congestdo de lamina 2 2 1 3 2 4 1
prérpia
Atrofia de criptas 3 2 3 2 4 1
Espessamento de 2 3 3 2 5
lamina propria
Proliferacdo de 4 1 3 2 4 1
enterocitos
- - =y l

Figura S1. Total de proporcdes de escores de lesdes microscdpicas em ceco de pintainhos de corte  coletados
nos dias 3, 7, e 14 dpi com a estirpe de Salmonella Heidelberg submetidos a diferentes
tratamentos: CONTROLE NEGATIVO, CONTROLE POSITIVO, SANG, XPC e SANG + XPC.
Escores de intensidade de lesdes: O (sem alteracdes); 1 (alteracdes discretas); 2 (alteracdes
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moderadas); 3 (alteragBes acentuadas). As lesGes foram descritas na Figura da seguinte forma:
I.H. (Infiltrado Heterofilico); E.L.P. (Espessamento de Lamina Prdpria).
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Total de proporcdes de escores de lesdes microscopicas em figado de pintainhos de corte coletados

nos dias 3, 7, e 14 dpi com a estirpe de Salmonella Heidelberg submetidos a diferentes
tratamentos: CONTROLE NEGATIVO, CONTROLE POSITIVO, SANG, XPC e SANG + XPC.
Escore de intensidade das lesdes: O (sem alteracBes); 1 (alteracBes discretas); 2 (alteracdes
moderadas); 3 (alteragdes acentuadas). As lesdes foram descritas na Figura da seguinte forma:
C.H. (Congestdo de Hepatécitos); I.H.S. (Infiltrados de Heterdfilos nos Sinuséides); A.N.V.H.
(Area denecrose com vacuolizagio de hepatécitos); A.L.P.H. (Agregados Linféides em
Parénquima Hepatico); H.P. (Heter6filos Periportais); I.M. (Inflamacdo M ononuclear).

CONTROLE +

C.L:P.

SANG + XPC

CONTROLE -

CONTROLE +

A.C.

O | 0D
o o,
x| K
+
@}
4
<
%)

CONTROLE -

CONTROLE +

ELP:

PC

X

SANG + XPC

CONTROLE -

CONTROLE +

2|8
< | X
%

PE.

SANG + XPC

EmEscore 3
M Escore 2
Escore 1

®Escore 0

Figura S3. Total de proporcdes de escores de lesdes microscdpicas em ileo de pintainhos de corte coletados nos
dias 3, 7, e 14 dpi com a estirpe de Salmonella Heidelberg submetidos a diferentes tratamentos:
CONTROLE NEGATIVO, CONTROLE POSITIVO, SANG, XPC, SANG + XPC. Escore de
intensidade das lesBes: 0 (sem alteracdes); 1 (alteracbes discretas); 2 (alteracbes moderadas); 3
(alteracbes acentuadas). As lesfes foram descritas na Figura da seguinte forma: C.L.P. (Congestéo
de Lamina Propria); A.C. (Atrofia de cripta); E.L.P. (Espessamento de L&mina Prdpria); P.E.
(Proliferacdo de Enterdcitos).
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Tabela S7- Média + Erro-padrdo dos parametros histomorfométricos de ileo de pintainhos de corte desafiados
com Salmonella Heidelberg aos 3, 7 e 14 dpi em diferentes tratamentos mensuradas em micrometro (um) da
altura de vilo, profundidade de cripta, relacdo vilo:cripta e area de vilosidade.

TRATAMENTOS Altura de Profundidade de Relagéo Area de vilo (um°)
Vilosidade (um) Cripta (um) Vilo/ cripta
3 dpi
CONTROLE - 9327 +1550 a 25.99 £ 5366 b 3.70 £0,826 a 31759 +880,3 a
CONTROLE +  89.90 +9,360 a 30.85 £ 5,075 ab 3.05 £0,519 a 3140.1 +£802,9 a
SANG 9155 + 9,101 a 30.89 £ 6,803 ab 3.07 £0,666 a 3124.3 3995 a
XPC 99.90 + 10,81 a 33.07 £5225 a 3.00 £0,517 a 34752 +102,6 a
SANG +XPC 91.02 + 10,77 a 28.49 + 6,255 ab 337 £1,030 a 28532 £ 7981 a
7 dpi
CONTROLE - 1575 + 1315 a 34.79 £ 6,224 ab 434 +0,895 ab 73219 +2148 a
CONTROLE + 1312 +8375 b 4150 £ 5,166 a 320 £0451 b 53148 £ 9325 b
SANG 169.8 + 12,73 a 4297 £7,725 a 4,08 £0,848 ab 7069.8 + 193,5 ab
XPC 1361 +1101 b 30.10 £ 7,400 b 482 +1,360 a 6084.2 + 7,400 ab
SANG +XPC 1349 + 1150 b 37.25 £ 7,358 ab 3.53 £0,846 ab 5638.6 +111,04 ab
14 dpi
CONTROLE - 1558 + 1508 b 37.81 £6,636 b 424 +0,877 a 9422.1 +2318,7 a
CONTROLE + 1559 + 14,02 b 46.31 £9,234 a 349 £0,763 b 7250.7 +2263,2 b
SANG 1764 + 10,36 a 43.62 +6,163 ab 411 +0,606 a 8107.9+1659,7 ab
XPC 164.7 + 14,88 b 4419 £ 7,677 a 3.84 £0,815 ab 6683.4 + 17854 b
SANG +XPC 1769 + 1559 a 43.11 + 8,829 ab 429 +1,041 a 7243.2 +11159,7 b

b etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa no teste de Tukey (P<0,05).
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