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RESUMO

A coturnicultura ¢ uma atividade consolidada na avicultura alternativa industrial. Devido a
esse desenvolvimento, novas pesquisas estdo surgindo para melhorar a produtividade em
todas as atividades deste setor. Com isso a sanidade de codornas criadas em larga escala tanto
para a postura como para corte transforma-se em um campo de estudos importante. Uma das
principais enfermidades que prejudica a producao das aves € a pulorose, causada pela bactéria
Salmonella Pullorum (SP). A SP ocasiona perdas produtivas significativas na industria
avicola, contaminando também os produtos oriundos da produ¢do de codornas. Desta forma,
este trabalho teve por objetivo verificar a relacdo entre o tempo de eliminacao da Sal/monella
Pullorum a partir da 03 dia pos-infec¢ao nas fezes e a dos ovos e dos 6rgaos em codornas
japonesas, inoculadas por via oral, bem como avaliar o nivel de infec¢do dessas aves. Para
tanto 60 aves foram utilizadas e separadas em trés grupos, cada um com vinte aves. As aves
do grupo A foram inoculadas com 1,5 x 10 Unidades Formadoras de Colénias (UEC), as do
B com 7,5 x 10° UFC e as do C com uma solugao estéril. Nos dias 03, 06, 09, 16 e 23 dias
pos-inoculagdo (dpi) foram coletados suabes cloacais individuais, ovos, assim como, cecos,
intestino, ovario, oviduto e figado das aves para o cultivo bacteriano. Foi realizada a
contagem das UFC de todas as amostras. Foi observado um alto nivel de eliminagdo e
contaminagdo em todos os grupos. As aves do grupo B nos 03 e 06 dpi eliminaram uma maior
quantidade de SP do que as do grupo A. A transmissdo para os ovos foi alta nos 03, 06 e 09
dpi diminuindo, progressivamente, nos dias posteriores. Em relagdo a contaminagdo dos
orgdos, entre os grupos nao houve diferenga estatistica, porém numericamente o grupo B
apresentou maior isolamento nos 03 e 09 dpi. Até o final do experimento (16 e 30 dpi) as aves
continuaram eliminando a SP. A contagem das UFC variou entre 2,53 e 2,3 em todos os dias
de coleta e em todos os oOrgdos, entretanto o figado apresentou um maior nivel de
contaminag¢do atingindo no 3 dpi 2,53 UFC/mL. Macroscopicamente, foram observadas varias
alteragdes patologicas como esteatoses e pontos hemorragicos no figado, atresia folicular e
presenga de gases nos cecos, entretanto a partir do 09 dpi houve um decréscimo absoluto das
alteragcdes encontradas. Dessa forma, conclui-se que a SP afeta os Orgdos internos das

codornas, possuindo elevada eliminacao e disseminagao para seus ovos.

Palavras-chave: Salmonella Pullorum, Codornas Japonesas, Infeccdo Experimental.



ABSTRACT

The quail raising is a consolidated activity in poultry commercial alternative. Due to this
development, new research is emerging to better productivity in all activities of this sector.
Thus the health of these birds becomes an important field of study in large-scale production of
quail for both the production of egg and for the production of cut. One of the main diseases
that affect the production of poultry is disease pullorum, this is caused by the pathogen
Salmonella Pullorum (SP). These bacteria cause significant production losses in the poultry
industry, as well as contaminate the products from the production of quail. Thus, this study
aims to investigate the relationship between the time of elimination of Salmonella sp. fecal
samples and infection of eggs and organs in Japanese quail infected orally as well as assess
the level of infection of birds. To achieve this goal were 60 adult Japanese quails divided into
three groups randomly, each group with 20 birds. In group A was orally inoculated
Salmonella Pullorum strain with a dose of 1.5 x 107 colony forming units (CFU) and group B
with a dose of 7.5 x 10° CFU and group C was the control group in which the birds were
inoculated with a saline solution. on days 3, 6, 9, 16 and 23 postinoculation (DPI) were
collected one swab in one cloacae, eggs as well as caecum, intestines, ovary, oviduct and
liver, for the procedure microbiological. Were counted on the colony forming units (CFU) of
all samples. There was a high level of shedding and infection in all groups. The birds of group
B in 03 and 06 dpi shedding a greater amount of SP than group A. The transmission to the
eggs was high in 03, 06 and 09 dpi decreasing progressively in the days after. Regarding
infection of organs between groups was no statistical difference, although numerically the
group B showed greater isolation in 03 and 09 dpi. By the end of the experiment (16 and 30
dp1) the birds continued shedding SP. The count of CFU varied between 2.53 and 2.3 on all
days of collection and in all organs, however the liver showed a higher level of contamination,
reaching in 3dpi 2,53 CFU/mL. Macroscopically, we observed several pathological changes
such as steatosis and hemorrhagic spots in the liver, follicular atresia and the presence of gas
in the cecum, however from 09 dpi there was an absolute decrease of alterations. Thus it is
concluded that SP affects the internal organs of the quail, but also indicate a high shedding
and infection of bacteria and their spread to their eggs.

Keywords: Salmonella Pullorum, Japanese quail, Experimental infection.



LISTA DE FIGURAS

Capitulo 01

Figure 01 - Frequency absolute isolates of S.
Pullorum in Japanese Quails swabs after
collection on days 03, 06, 09, 16 and 30

postinocuation.

Figure 02 - Frequency absolute of isolation of S.
Pullorum in Japanese quail divided into Group A

and Group B.

Figure 03 - Average number of colony forming
units (CFU) of S. Pullorum in Japanese Quails
swabs after collection on days 03, 06, 09, 16 and

23 post-inoculation.

Figure 04 - Frequency absolute isolation of S.
Pullorum in Japanese quail divided into Group A
and Group B.

Figure 05 - Frequency absolute isolation of S.
Pullorum in samples of eggs in Japanese quails

divided into Group A and Group B.

Paginas

43

44

45

45

46



LISTA DE TABELAS

Revisao de Literatura Paginas
Tabela 01. Efetivo de rebanho de codornas nas diferentes regides do Brasil. 15
Capitulo 02

Figure 01 — Count of Colony Forming Units (CFU) transformed in Log 10, 56

samples of organs and the corresponding days.

Figure 02 — Gross lesions in organs collected in their days. 59



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

DPI — Dias Pés-Inoculagao

EUA - Estados Unidos da América

g - Grama

h - Horas

H,S - Acido sulfidrico

IBGE — Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
LABEO - Laboratoério de Estudos Ornitoldgicos da FAVET/UECE
LIA - Agar Lisina-Ferro

mg - Miligrama

mL - Mililitro

OMS - Organizag¢ao Mundial de Saude
pH - potencial hidrogenionico

SE — Salmonella Enteritidis

SG — Salmonella Gallinarum

SIM - Sulfeto, Indol e Motilidade

SP — Salmonella Pullorum

TSI - Triplice Agucar Ferro

UFC — Unidades Formadoras de Colonia
°C - Graus Celsius

ug - Micrograma

x? - Qui-quadrado

% - Porcentagem

10



SUMARIO

Paginas
L INTRODUGAO ...ttt 12
2. REVISAO DE LITERATURA .......coootiiiiiniineienisersiesisesiesissssss s 13
2.1 CotUrNICUITUTA ..ottt st 13
2.2 SAIMONEIOSE ...cnviiiiiiiieie ettt 15
2.2.1 HISTOTICO ..ttt ettt s 15
2.2.2 BHIOLOZIA...cutiiiieeiiieeieeie ettt sttt ettt ettt et s ens 16
2.2.3 EpidemiolOgia .......ceeviieiiiieiiieeeiieeciee ettt et e 18
2.2 4 PAtOZENIA ...cecuvvieeiiieeiieeeiieeeiieeeteeesiteeeeaeeeeaeessaeesnseeesssaeensseeensseeensseens 20
2.2.5 PAtOlOZIa....ccueieiieiiieeiiee ettt ettt et eaaeens 22
2.2.6 SINtOMALOLOZIA. ....uveeeieeiieeiiieiie et eiee ettt sttt e e et esbeebeesnaeeseesaeeens 24
2.2.7 Métodos Convencionais de DiagnostiCo.........cccueeevuveercreeenieeenieeenereeennee 25
2.2.8 Imunidade € Vacinaga0..........cccuvieeiiiuiiiiieiiiiiee ettt 26
2.2.9 Colonizacgao Intestinal..............ccoovuviiieiiiiiiiieiieieeeeee e 27
2.2.10 Controle € PrevVenGao...........cooveiiieiiuiieieciiieee et 27
B.JUSTIFICATIVA ..ottt et sttt et e e ens e 29
4. HIPOTESE CIENTIFICA .......ooiiiiiiieriieeiiseeiee it oo 30
S.OBIETIVO: ..ottt sttt sttt et st aes 31
I B0 1) 1513 Ao € 1<) 1 PRSP 31
5.2 ObJetivos ESPECTIICOS ..iiiuiiiiiiiiiiiieiiie ettt e e 31
6. CAPITULO ...ttt 32
T CAPITULO 2.t 49
8. CONCLUSOES...........iiiiiiirierietiissiiseeesesiesie st 63
9. PERSPECTIVAS . ...ttt ettt sttt et be et e e e 64
10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS...........coooooooiiioieeeeeeeeeeeeeeeeee e 65
T1 APENDICE.......ooooioiieei ottt 76

11



1 INTRODUCAO

A coturnicultura tem evoluido bastante nos ultimos anos, pois ¢ uma excelente alternativa para
a alimenta¢do humana, podendo ser utilizada tanto para a produgdo de ovos quanto para a producao de
carne (OLIVEIRA, 2002a). Esta expansdao merece atengdo dos pesquisadores da area avicola no
sentido de desenvolver projetos que contribuam para o maior aprimoramento e fixagao desta atividade
como fonte rentavel na producao avicola (FURLAN et al., 1998). Segundo CAMPOS (2000) com o
aumento da produtividade a producdo avicola se torna de alto risco por depender de um equilibrio
bioldgico entre agentes agressores e a resisténcia do organismo da ave e isso necessita de uma
avaliacdo das condi¢des higi€énico-sanitdrias nos subprodutos da coturnicultura. Os ovos e seus
subprodutos sdo importantes fontes alimentares, sendo sua popularidade justificada pela sua facil
obtengdo, baixo custo e alto teor proté¢ico (NASCIMENTO et al., 1996).

Segundo MCCULLOUGH e EISELE (1951), a salmonelose avicola classifica-se em: pulorose,
causada pela Salmonella Pullorum; tifo Aviario, causado pela Salmonella Gallinarum; e as infecgdes
paratifoides, causadas pelas espécies ndo adaptadas as aves, mas que podem té-las como hospedeiro
intermediario. Nas aves industriais a Salmonella Pullorum pode persistir por meses nos Orgaos
internos das aves, direcionando a infec¢do para o trato reprodutivo e por transmissdo vertical
infectando os ovos e sua progénie (SHIVAPRASAD, 2000). Esta contaminagdo resulta da capacidade
do agente de colonizar os tecidos do trato reprodutivo das aves (GAST e BEARD, 1990). A
Salmonella em aves, apos infec¢do experimental, por via oral, produz ovos contaminados em poucas
semanas. (GAST e HOLT, 2001).

A pulorose pode causar graves lesdes nos orgdos internos de codornas, principalmente os do
trato reprodutivo e intestinal, ocasionando esplenomegalia, pontos necréticos nos pulmoes e
descoloracdo no figado (BUCHHOLZ e FAIRBROTHER, 1992), porém o mecanismo pelo qual a

Salmonella Pullorum persiste na ave ainda ¢ pouco compreendido (WIGLEY,2005). Desta forma, este
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estudo teve como objetivo conhecer a transmissdo e contaminagdo da Salmonella Pullorum em

codornas japonesas.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Coturnicultura

A criagdo de codornas foi introduzida no Brasil no inicio da década de 60, visando
principalmente a producdo e comercializacdio de ovos "in natura" da ave Coturnix japonica.
OLIVEIRA (2001) relatou que o interesse por esta espécie surgiu por volta dos anos 70, tendo sido
muito divulgada através de cangdes populares que serviu de grande impulso para a propagagdo da
espécie.

Entre as diversas atividades do setor avicola, a coturnicultura vem se destacando no mercado
agropecuario brasileiro como excelente atividade produtiva, por requerer baixos custos com
investimento inicial e mao-de-obra, utilizando pequenas areas e proporcionando rapido retorno de
capital.

Submetidas a selecdo e melhoramento genético durante séculos por japoneses, a codorna
utilizada no Brasil (Coturnix japonica) para produgdo de ovos, possui altos indices de produtividade
(80-95%), produzindo em média, cerca de trezentos ovos por ciclo produtivo (12 meses).

Segundo OLIVEIRA et al. (2002b), as principais caracteristicas da codorna japonesa sdo: ciclo
reprodutivo curto com postura regular, boa fertilidade e precocidade sexual (Fémeas aos 42 dias e
machos aos 55-60 dias), o que torna a producdo de ovos o setor mais representativo da atividade.
Algumas pesquisas realizadas na década de 70 relatavam que os ovos da codorna japonesa
apresentavam uma maior concentragdo de colesterol por grama de gema que os ovos de galinha,
entretanto, BRESSAN e ROSA (2002) afirmam em estudos mais recentes € com dados obtidos através
de técnicas analiticas atuais, que o conteudo de colesterol dos ovos de codorna (1090mg de
colesterol/100g de ovo) ¢ similar aos dos ovos de galinha (1000mg de colesterol/100g de ovo). A
popularizagdo do consumo dos ovos desta ave tem proporcionado a coturnicultura, um crescimento de
8% ao ano nesta ultima década.

OLIVEIRA (2002a) constatou que para superar as crises econdomicas, o setor se diversificou
através de:

- Producao em grande escala e presenca regular no mercado;

- Oferta de produtos de boa qualidade, bem embalados, descascados, em conserva e de baixo
preco.
13



- Seguranga sanitaria dos ovos e respeito a legislagao.

Em decorréncia desses fatos, houve uma reducdo do nimero de pequenos criadores
verticalizados, surgindo criadores especializados em cada fase da criagdo. Entretanto, BERTECHINI
(2002), afirma que a coturnicultura, mesmo apresentando uma grande evolucdo industrial e se
tornando atividade de grandes criadores, proporciona aos pequenos produtores facilidades na
comercializacdo direta de seus produtos, sem a presenga de intermediarios, o que melhora
substancialmente sua lucratividade.

Com o aumento do mercado consumidor de ovos, aumentou também o interesse das grandes
empresas avicolas pela coturnicultura. Para tornar a producdo de ovos mais eficiente ¢ de melhor
qualidade, estas empresas possuem modernas instalagdes e equipamentos que facilitam o manejo
dessas aves. Os galpdes tradicionais, com gaiolas em sistema de baterias e as piramidais, sdo de facil
montagem e baixo custo sendo, atualmente, utilizados por pequenos e médios produtores. Esses
galpdes estdo sendo substituidos, pelos grandes produtores, por galpdes automatizados onde a ragao ¢
fornecida automaticamente, assim como a coleta dos ovos, tornando a producdo mais eficiente e
reduzindo gastos com mao-de-obra.

A producao de ovos de codornas no Brasil ¢ feita através do uso de linhagens de alta
produtividade, mantendo assim uma oferta suficiente desse produto no mercado. FUJIKURA (2002)
estimou que o consumo per capita de ovos de codorna do brasileiro ¢ de apenas 9,5 ovos, concluindo
que ¢ um valor baixo quando comparado ao consumo de ovos de galinha, que esta estimado em cerca
de 100 ovos per capita. O autor lembra ainda que, o ovo de codorna ¢ um produto que apesar de
popular, ainda nao foi bem explorado a sua potencialidade e que, portanto, existe um mercado a ser
expandido.

A regido Nordeste estd em terceiro lugar no rebanho de codornas no pais no ano de 2001
(Tabela 01) e o Estado do Ceara ocupa a sétima colocagdo, junto com a Bahia em nimero de codornas
alojadas, possuindo uma populacao de 250 mil aves distribuidas entre pequenos e médios criadores
(FUJIKURA, 2002), o que comprova a necessidade de um maior envolvimento entre profissionais da
area e produtores, para que este quadro se modifique e haja uma melhor exploracdo do mercado

produtor cearense
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Tabela 01. Efetivo de rebanho de codornas nas diferentes regides do Brasil

Anos

Regido 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001
Norte 844 629 603 726 808 914 1.148
Nordeste 3.114 4907  4.563 5.285 6.370 8.265 9.502
Sudeste 33.773 29931 38.411 40.260 40.311 63.263 68.475
Sul 3.642 7.823 8.230 7.350 11.017 10.877 10.204
Centro-Oeste  1.383 3.386  4.706 5.086 4.684 3.852  4.005
Brasil 42758 46.678 56.514 58.710 63.192 87.171 93.334

Pesquisa Agropecuadria brasileira (IBGE, 2001)

2.2 SALMONELOSE

2.2.1 Historico

O tifo, enfermidade humana, j4 era conhecido antes da medicina historica, mas somente no
século XIX, com a descoberta do Bacterium typhi por Eberth e Gaftky foi que se fez luz sobre sua
verdadeira etiologia, anteriormente, amplamente controvertida. Em 1880, Eberth isolou a bactéria do
baco e linfonodos de pessoas com tifo, e Gaffky em 1884 a isolou em cultivo puro, descrevendo-a
morfolégica e biologicamente (CORREA ¢ CORREA, 1992). Em 1885, o Médico Veterinario Dr.
Daniel E. Salmon isolou a bactéria que caracterizou como agente do paratifo suino, denominando de
Bacterium suipestifer, hoje, conhecida como Salmonella cholerae-suis, que na época, erroneamente,
foi classificada como o agente etioldgico da peste suina. Em homenagem ao Dr. Salmon, Ligniéres,
em 1900, denominou o género Salmonella. Na Alemanha, em 1888, foi isolada Bacterium enteritidis
de um surto de toxinfec¢do alimentar onde 58 pessoas foram afetadas devido a ingestdo de carne
bovina contaminada (BARROW, 1995). Depois de 1900, Schottmiiller designou como paratifo as
enfermidades abdominais do homem similares ao tifo.

Em aves, a primeira descricdo documentada de salmonelose foi feita no ano de 1885, em
pombos e, somente, entre os anos 1920 e 1930, foram descritos os primeiros surtos em galinhas e
perus (SILVA, 1991).

O conhecimento da Salmonella patogénica (S. Pullorum e S. Gallinarum) com especificidade

para as aves industriais ¢ datado de 1899, em que Rettger e Klein isolaram e descobriram,
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respectivamente, os sorovares S. Pullorum e S. Gallinarum. Com o tempo, diversos autores vém
isolando numerosos agentes do género, em destaque com maior incidéncia as Salmonella enterica
sorovares Typhimurium (ST) e Enteritidis (SE), espécies particularmente responsaveis pelas
intoxicagdes alimentares no homem. A Salmonella foi identificada como uma importante causa de
doencas ha 100 anos atras e continua sendo objeto de extensivos estudos (LAX et al., 1995).

No inicio do século XX, a caracterizagdo das bactérias do género Salmonella ainda era confusa,
mas a partir de 1925, com a utilizagdo das provas sorologicas, foram descritos varios sorotipos de
Salmonella, aproximadamente 900, os quais foram classificados através da terminologia de White, que
deu origem ao esquema de Kaufmann-White, o qual foi reconhecido a partir de 1932 (CORREA e
CORREA, 1992). Nos séculos XIX e XX, a febre tifoide, causada por S. Typhi, predominou entre as
salmoneloses humanas, tornando-se rara a partir de 1950. As manifestagdes clinicas de salmonelose
em seres humanos passaram de uma infec¢ao sistémica para uma gastroenterite de origem alimentar
provocada por outros sorotipos e marcada por diarréia, febre e dor abdominal, com rara invasdo
sistémica (TIETJEN e FUNG, 1995).

A partir de 1980 ocorreram surtos humanos causados pelo sorovar Enteritidis nos EUA, Gra —
Bretanha e outros paises da Europa, chamando atengdo pelas fontes comuns de infeccdo. As
investigacoes epidemioldgicas identificaram o consumo de ovos ou alimentos contendo ovos como
responsdveis pela maioria dos surtos devido a fagotipos especificos de SE. Estas informag¢des foram
divulgadas com grande alarde pelos veiculos de comunicagdo, causando elevados prejuizos aos
produtores de ovos (SILVA e DUARTE, 2002). A SE foi, inicialmente, introduzida em granjas
avicolas através de ratos, considerados reservatorios naturais desta bactéria. Esta bactéria foi isolada
de roedores presentes em dareas urbanas em 1930, no entanto, somente na década de 80 a SE
disseminou-se em grandes propor¢des nos plantéis avicolas (BAUMLER et al., 2000). Uma provavel
razdo para este fato seria a infec¢do de lotes de aves reprodutoras, que através da via vertical

transmitiu a Salmonella para a progénie (LISTER, 1988).

2.2.2 Etiologia

As salmonelas sdo bactérias da familia Enterobactereaceae que incluem mais de 2500
sorotipos, entre os quais 1367 pertencem a subespécie enterica (CAMPOS, 2002), estio amplamente
difundidas na natureza sendo capazes de infectar o trato intestinal de uma ampla gama de animais,
tanto de sangue frio quanto de sangue quente, entre eles 0 homem. Sao bactérias moveis, excetuando-
se as salmonelas especificas das aves (Salmonella enterica sorovar Pullorum, S. enterica sorovar
Gallinarum). S3o bastonetes curtos, gram negativos, aerdbios e anaerobios facultativos de facil

crescimento em meios comuns (TORTORA, 2000), relativamente resistentes ao calor e as substancias
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quimicas, porém nao sobrevivem a temperatura de 55 °C em 1 h ou em 60 °C por 15 a 20 minutos
(GAMA, 2001). As salmonelas sdo bactérias mesoéfilas, com temperatura de crescimento 6timo entre
35 °C e 37 °C possuem forma de bacilos pequenos medindo 0,7 a 1,5 pm de largura por 2,0 a 5,0 pm
de comprimento. A maioria dos sorotipos € produtora de gas, H»S, lisina e ornitina descarboxilase
positiva. Sao urease e indol negativos e reduzem o nitrato a nitrito (CAMPOS, 2002).

O crescimento bacteriano ¢ retardado por baixas temperaturas, portanto o controle dessa
varidvel ¢ significativo no comércio de produtos de origem avicola (GAST e HOLT, 2001). Para
demonstrar a importancia deste fato, pode-se exemplificar o caso da inspecao federal do Canada que
exige temperaturas para conservacao de carcagas entre 2 e 3° C, miudos 1° C a 10° C para cortes, sala
de desossa, setor de embalagens e sala de gotejamento (COSTA, 1996).

A capacidade de sobrevivéncia ou de multiplicacdo dos microrganismos que estdo presentes
em um alimento depende de uma série de fatores, entre eles, os fatores intrinsecos, através das
caracteristicas proprias dos alimentos, como pH, atividade da agua (Aa) e potencial de oxiredugdo
(Eh) e os fatores extrinsecos, relacionados com o ambiente em que esses alimentos se encontram.

Em relacdo ao pH, a Salmonella cresce em intervalo de 4,5 a 9,0, com crescimento 6timo na
faixa de 6,5 a 7,5, pH da maioria dos alimentos de origem animal. Geralmente em pH abaixo de 4,0 e
acima de 9,0 as salmonelas sdo destruidas lentamente (COSTA, 1996).

A divisdo do género Salmonella ¢ caracterizada através dos tipos sorologicos e esta divisdo
toma por base a especificidade imunoldgica dos chamados antigenos somaticos (O), antigeno capsular
(Vi) e antigenos flagelares (H). Os antigenos “O” sao designados por nimeros arabicos e caracterizam
os sorogrupos da Salmonella, por isso o mesmo antigeno “O” ¢ comum a varios sorotipos. Esse
antigeno localiza-se na fragdo lipolissacaridica da membrana externa da bactéria. Os antigenos “H”
sdo de natureza protéica e, espécie-especifica, sendo designados por letras minusculas do alfabeto e
por nimeros ardbicos, pois o numero de antigenos flagelares ¢ superior ao numero de letras do
alfabeto. Esses antigenos podem ocorrer em duas fases, denominadas de fase 1 e fase 2, significando
que uma Salmonella, portadora de determinado antigeno flagelar, pode dar origem a um clone que
expressa outro antigeno flagelar durante o processo de multiplicagdo. Algumas salmonelas nao
apresentam flagelos e sdo, portanto, imdveis, enquanto outras podem ter flagelos em apenas uma fase
(monofasica). Entretanto, a maioria das salmonelas ¢ bifasica, isto €, apresenta flagelos da fase 1 e de
fase 2 simultaneamente (CAMPOS, 2002). Esse fendmeno é conhecido como variagdo de fase.

Sé existe um tipo imunologico de antigeno ”Vi”, encontrado somente em S. Typhi, S. Dublin,

S. Paratyphi C (CAMPOS, 2002) e S. Hirschfeldii (FRANCO e LANDGRAF, 1996).
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Os antigenos “Vi” e “O” sdo termoresistentes, ndo sendo destruidos pelo aquecimento a 100° C
por duas horas. Os antigenos “H” sdo termolabeis. Para a determinagdo do sorotipo de Salmonella, os
sorotipos “H” necessitam ser eliminados pelo aquecimento (FRANCO e LANDGRAF, 1996).

Atualmente, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), através do Centro de Referéncia e
Pesquisa de Salmonella, recomenda uma nomenclatura que reflete os recentes avancos na taxonomia
do género, consistindo de duas espécies, Salmonella enterica classificada em seis subespécies
(enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica) e Salmonella bongori. Os nomes foram
mantidos somente para os sorotipos da subespécie enterica, que devem ser escritos com a primeira
letra maitscula e ndo devem ser de forma italica (CAMPOS, 2002).

As salmoneloses provocam enfermidades que afetam a industria avicola: pulorose, causada por
S. enterica sorovar Pullorum (SP); tifo aviario, causado pela S. enterica sorovar Gallinarum (SG) e o
paratifo aviario, causado por qualquer Salmonella que nao seja um dos agentes da pulorose ou do tifo
aviario. Dentre as paratifoides, a Salmonella enterica sorovar Typhimurium, Agona e Enteritidis,
ocasionam salmonelose em diversos animais (LAX et al., 1995), sendo de grande interesse nos ultimos
anos devido a infeccdo alimentar ocasionada em humanos (SEO et al., 2000). LAX et al. (1995) citam
que a salmonelose ¢ uma coletiva descri¢ao de um grupo de doengas com sintomas ao qual pode levar

a severa febre entérica por meio de alimentos contaminados.

2.2.3 Epidemiologia

A Salmonella ¢ muito difundida geograficamente no mundo todo, principalmente em regides
onde existe uma alta densidade avicola. A salmonelose pode afetar diversos animais com destaque as
aves e mamiferos. Tanto as salmonelas especificas das aves quanto as paratificas podem causar
problemas na produgdo, resultando em indices zootécnicos baixos, ocasionando perdas e prejudicando
a comercializacao dos produtos de origem avicola no mercado interno e externo (BERCHIERI JR. e
BARROW, 1995).

A transmissdo de Salmonella pode ocorrer de vérias formas e, devido a isto, sua epidemiologia
¢ bastante complexa (HINTON, 1988), sendo dificil determinar como um lote foi infectado ou como
ocorre a disseminagdo bacteriana no plantel. Entre estes mecanismos de transmissdo podemos citar:
aquisicdo de aves contaminadas, seres humanos, equipamentos, agua, aves silvestres, roedores
(SILVA e DUARTE, 2002). Como também animais domésticos e insetos, como cita JOVER (1968),
que apos isolar SE de moscas, pulgas e baratas, coletadas em um sistema intensivo de cria¢do, relatou
a sobrevivéncia desta bactéria através do ciclo vital desses insetos (BERCHIERI JR. ¢ BARROW,
1995).

18



Estudos revelam que os microrganismos Gram-negativos sdo os mais freqiientes nas infecg¢des
do trato urindrio de cdes, com destaque para Escherichia coli e Proteus spp., seguidos por agentes
Gram-positivos dos géneros Staphylococcus e Streptococcus. O género Salmonella ndo tem sido
descrito como agente casual na casuistica destas infecgdes em animais domésticos, porém RIBEIRO et
al., (2003) identificaram a SE como possivel responsavel, em um relato, de infec¢cdo do trato urinario
de um cao, ratificando as condi¢des dos caes como reservatorio do género Salmonella.

A contaminacdo de matérias primas e ragdes para aves contribuem para a introducdo de
Salmonella nos plantéis (GIRAO et al., 1985), porém SILVA e DUARTE (2002) relataram que em
praticamente todos os levantamentos realizados, nao ha a ocorréncia dos sorovares adaptados as aves
como: SP, SG e SE, mesmo assim, as matérias primas de origem animal t€ém sido retiradas das
formulacdes de ragdes como forma de controle de Sa/monella ou as mesmas t€m sofrido processos de
peletizagdo e tratamento quimico, mas que ndo garantem a eliminacao de agentes patogénicos. A
deteccao de bactérias em matérias-primas e ragdes prontas demonstra ser esse um meio de transmissao
considerado de grande importancia para a disseminagdo da bactéria (BERCHIERI JR. et al., 1984).

A porta de entrada da Sa/monella geralmente ¢ a via oral, entretanto a infec¢do através da via
respiratoria € possivel (TANNOCK e SMITH, 1971). Segundo NAKAMURA et al. (1997) o fluxo do
ar pode influenciar na maior ou menor dissemina¢ado de Salmonella no ambiente.

Segundo SNOEYENBOS (1991), BARROW e LOVELL (1991), a SG, SP e SE podem ser
transmitidas verticalmente por localiza¢do no aparelho reprodutivo.

A SE pode infectar um lote de aves e invadir lotes vizinhos sem apresentar nenhum sintoma da
doenca. Esta infeccao inaparente nao se limita ao intestino, estendendo-se também aos drgaos internos,
incluindo o sistema reprodutivo, com conseqiiente contaminagdo da progénie ou de ovos comerciais
para consumo humano (PEREIRA et al., 1999). BAU et al. (2001), analisando amostras de produtos
procedentes de frangos encontraram prevaléncia de 10,48% de amostras contaminadas por Salmonella
e apos caracterizagdo, observaram que 77% destas amostras estavam contaminadas por SE. Este alto
indice confirma uma tendéncia que vem ocorrendo mundialmente, desde o fim da década passada
(RODRIGUES et al., 1990).

NASCIMENTO et al. (1996) e GIORGI (1972) citados por PEREIRA et al. (1999) relatam que
um numero pequeno de aves contaminadas, levadas ao abatedouro pode vir a contaminar toda a linha
de abate, comprometendo a qualidade do produto final. Segundo SPRINGER ¢ POURCIAU (1978)
essa contaminagdo pode ocorrer até¢ 53 dias pos-infeccdo, em codornas Bob White. Esses autores
realizaram um dos primeiros estudos de salmonelose em codornas e apos inoculagdo de varias cepas
de salmonelas paratificas, coletaram suabes cloacais e identificaram a eliminacdo do patdégeno, porém

avaliaram somente a mortalidade destas aves e o tempo de eliminag¢do da bactéria através das fezes.
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A contaminacdo dos ovos por Sal/monella pode ocorrer através da via vertical — via do ovo
(METHNER et al., 1995) e/ou através de infec¢ao horizontal, ocorréncia frequente na contaminagao
de ovos. O agente localizado na vagina se adere a casca, ultrapassando-a e contaminando o contetido
interno do ovo (MIYAMOTO et al., 1997). A contaminag¢do horizontal dentro de incubadoras também
¢ frequente (BAILEY et al., 1994; CASON et al., 1994), ocorrendo a contaminagdo externa da casca e
consequentemente penetracao da bactéria através dos poros dos ovos.

A contaminagdo vertical pode se dar diretamente na gema ou no albumen através dos 6rgaos
reprodutivos antes da formagdo da casca (SHIVAPRASAD et al., 1990). KELLER et al. (1997), citam
que tanto a SE como a ST possuem um potencial igual para colonizar o tecido do trato reprodutivo e
os ovos durante a formacao no oviduto antes da postura.

COX et al. (1990) mostraram que 75 % das amostras de fragmentos dos ovos e materiais de
papel em incubadoras comerciais continham Salmonella, indicando muitas oportunidades para a
contaminag¢ao de ovos recém incubados.

Sorovares altamente invasivos também podem infectar o trato genital e a infec¢do do ovario da
galinha conduz & contaminac¢do dos ovos que no caso da SP, pode persistir por meses (BARROW,
1999). A contaminagdo dos ovos por SP também foi relatada através da contaminagdo da casca, porém
citada como de menor importancia (WILLIAMS et al., 1968).

A colonizagdo das aves ¢ dose dependente e varia com o dia do desafio. Sabe-se que aves de
um dia de idade podem ser colonizadas com menos de cinco células de Salmonella e que a colonizagio
em aves mais velhas se da de forma irregular requerendo doses maiores de Sa/monella. Apenas um
ovo contaminado com uma unica Salmonella pode substancialmente, contaminar outros ovos € aves

em uma incubadora (BAILEY et al., 1994).

2.2.4 Patogenia

A via de infec¢do normalmente ¢ a oral. Os organismos invadem rapidamente os tecidos dos
hospedeiros, através do tecido linfoide, incluindo as placas de Peyer e, no caso das galinhas, as
amigdalas cecais e possivelmente também os enterdcitos da mucosa intestinal (POPIEL e TUMBULL,
1985; BARROW, 1999). Estudos in vitro mostram que a Salmonella induz o seu engolfamento pela
célula epitelial, em um processo ativo que requer gasto de energia pela célula hospedeira (CAMPOS,
2002). A invasdo ocorre especialmente via superficie apical, onde no interior de uma distancia critica
da célula, a Salmonella induz um rompimento e alongagdo da microvilosidade procedendo endocitose.
A bactéria atinge a corrente sangiiinea provavelmente de modo intracelular, sendo removida pelo bago,
figado e medula (BARROW, 1999). A invasdo pode ocorrer também através das células M
(CAMPOS, 2002) e a S. Typhi parece utilizar apenas a célula M.
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Nessa fase acontece a multiplicagdo bacteriana em uma taxa que reflete a viruléncia da
linhagem e o fundo genético do hospedeiro. A SG e SP em galinhas podem disseminar-se nas fezes
apos a infeccdo do tecido linféide na parede do intestino delgado. Ja a S. Typhi é disseminada nas
fezes apos infecgdo da vesicula biliar. Em sorotipos mais invasivos, a infec¢cdo pode se dar através do
trato reprodutivo. A SE pode colonizar os foliculos pré-ovulatérios interagindo com as células da
granulosa ovariana (THIAGARAIJAN et al., 1994).

A adesdo de S. Typhimurium em culturas de células causa uma alteracdo na superficie da
célula hospedeira, caracterizada por alongamento e dilatagdo da membrana celular, sendo este
processo denominado de Ruffling, pois a membrana celular passa a apresentar um aspecto ondulado
(CAMPOS, 2002). A Salmonella se encontrard no interior de vesiculas endociticas (fagossomos em
macrofagos) apds sua internalizacdo, se multiplicando, mas nunca s3o encontradas livres no
citoplasma.

TORTORA (2000) cita que a S. Typhi penetra através da via digestoria e durante o periodo de
incubacdo multiplica-se no tecido linféide da submucosa intestinal (placas de Peyer) e nos linfonodos
regionais. Esta multiplicacdo ocorre no interior de macrofagos e plasmacitos, sendo provavel que, tais
focos de proliferagdo intracelular do bacilo atinjam a corrente sangiiinea, via linfatico eferente e dutos
toracicos. Na primeira semana da doenca ha bacteremia e através do sangue ha propagacdo da
Salmonella ao figado, baco e medula 6ssea, onde ocorre proliferagdo, reinvasdo do sangue e liberagdo
de endotoxina (toxemia). Na segunda semana a hemocultura tende a tornar-se negativa devido ao
aparecimento de anticorpos opsonizantes (anti-O) atingindo o periodo de convalescenca e o doente
pode adquirir a condicdo de portador, devido a infec¢do cronica da vesicula biliar (coprocultura

positiva).

2.2.5 Patologia

A Salmonella tem como o6rgdo de predilegdo o intestino, onde se instala e se reproduz,
conforme as espécies afetadas e o tipo de agente. Quando o agente etiologico ingressa através da
corrente sangiiinea, pode ocorrer a forma septicémica, quando s3o observadas lesdes hepaticas com

aumento de volume do 6rgdo e formagdo dos nodulos paratificos, embora esses achados nio sejam
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patognomonicos. Caso o agente chegue a ultrapassar o figado podera também ser observado nos
pulmdes provocando uma pneumonia lobular, geralmente grave (SATO et al., 1997).

Macroscopicamente, as aves podem apresentar sinais de desidratacdo, pele flacida, saco da
gema coagulado ou ndo absorvido, congestao do figado e bago e presenga de pequenos pontos branco-
acinzentados de areas de necrose, perihepatite, rins congestos, pericardite com aderéncias, peritonite
acompanhada, ocasionalmente, por focos necréticos e exsudato caseoso nos cecos (SILVA, 1991).

A infeccdo pode resultar em varias complicagdes, incluindo gastroenterites, peritonites,
hemorragias na camada serosa, no pericardio e peritonio, estando os Orgdos contidos na cavidade
abdominal, figado, baco e intestinos recobertos por uma capa fina de fibrina. A mucosa intestinal
apresenta-se congesta e inflamada, podendo ser observados focos de necrose e degeneragdo do figado.
Em animais adultos, além de ocorrerem ulceragdes na mucosa intestinal e nos orgdos genitais das
galinhas, ha inflamac¢do do oviduto e ovario com presenga de vitelo deformado e anguloso e as
articulagcdes podem apresentar deformagdes (JOVER, 1968).

A pulorose esta fortemente relacionada com a idade, nivel de contaminag¢do, linhagem da ave e
o manejo. A forma aguda e superaguda ocorrem em pintos de poucos dias de idade, surgindo apos a
eclosdao podendo evoluir rapidamente e causar alta mortalidade na segunda semana de vida, apds esse
periodo a mortalidade pode cessar e as aves podem recuperar-se posteriormente (ROCA, 1991). Em
alguns casos a mortalidade pode ser em média de 25 a 30 % , podendo variar dependendo do sistema
imune das aves e das condi¢des de manejo. As aves com mais idades passam a ter a pulorose na forma
cronica, que reflete na postura de galinhas e nos animais jovens ocorre um desenvolvimento corporal
lento e irregular.

Nao se observam alteracdes macroscopicas na forma superaguda, porém na forma aguda ha
aumento do volume e congestdo do figado, bago e rins. Em pintos, o saco da gema ¢ mal absorvido e
pode apresentar um contetido de consisténcia cremosa ou caseosa, nodulos branco-amarelados podem
ocorrer no trato digestivo, musculo cardiaco, pulmdo e pancreas. O pericardio se torna espesso €
contém exsudado amarelado ou fibrinoso. Os cecos poderdo conter material caseoso em seu interior,
os orgdos internos podem estar congestos, pode haver presenca de liquido viscoso no peritoneo,
espessamento da parede intestinal e exsudado na camera anterior do olho (BERCHIERI JR., 2000).

Em aves adultas, podem ser observadas alteracdes dos foliculos ovarianos, como regressao,
sendo mais comum o aparecimento de foliculos cisticos, hemorragicos, atrofiados e de contorno
irregular com material caseoso ou necrosado no seu interior. Peritonite fibrinosa, peri-hepatite e
pericardite também podem ser observadas e os machos podem apresentar pontos ou nddulos

esbranquicados nos testiculos.
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Entre as alteragdes microscopicas, podemos citar na forma superaguda uma congestao vascular
em varios o0rgdos como figado, baco e rins. Na forma aguda e subaguda ha pontos necréticos no
figado, congestdo renal e nas aves jovens ha necrose extensa da mucosa e submucosa dos cecos com
presenca de debris celulares necrosados, misturado com fibrina e heter6filos (BERCHIERI JR., 2000)
no lumen.

O tifo aviario causado pela SG ¢ uma enfermidade aguda com um breve periodo de incubacao
e em relagcdo ao percentual de mortalidade existe grande variabilidade. ROCA (1991), citam que ha
relatos de percentual de mortalidade em cerca de 100 %. Em um lote, podem-se observar aves com o
quadro clinico da doenga e aves que mostram um aspecto normal de satde. Esta enfermidade
apresenta caracteristicas de septicemia e toxemia. Ha congestdo dos 6rgdos internos e destrui¢do das
hemaécias pelo sistema reticulo-endotelial com consequente anemia, patologia também observada por
DESHMUKH et al. (2005), ao realizarem uma infec¢do experimental de SG associada com a
micotoxina fumosina B1 em codornas japonesas. Em outra pesquisa estes mesmos autores verificaram
alta mortalidade nos grupos infectados com micotoxinas associadas a Sal/monella, além de altas taxas
de anemia no grupo infectado somente com SG (DESHMUKH et al., 2005).

Segundo BERCHIERI JR., (2000) também podera ocorrer esplenomegalia e hepatomegalia nos
quadros agudos. O figado torna-se friavel com coloracao atipica (esverdeado) com pontos necroticos
(esbranquicados) e hemorragicos. Ha pontos necrdticos também no coragdo e no bago e este ultimo
possui ainda pontos de hemorragia. Podem ser observados, como na pulorose, processos inflamatorios
com formagao de nodulos em diversos 6rgaos e o ovario pode aparecer atrofiado ou com os foliculos
hemorragicos.

O paratifo avidrio quando apresenta um quadro severo, as aves desenvolvem septicemia aguda
com rapida morte, sem presenca de alteracdes macroscopicas. Quando o curso da doenca se prolonga
ha enterite severa com necrose focal da mucosa do intestino delgado. Ha congestao dos rins, baco,
figado e tubo digestivo e em pintainhos pode haver ma absor¢do do tubo digestivo. Em aves adultas ha
atrofia do ovario e presenga de foliculos alterados, hemorragicos e caseosos.

A infecgdo do trato digestivo das aves por salmonelas paratifoides ¢ mais eficaz e persistente

no ceco, reto e inglivio (HARGIS et al., 1995).

2.2.6 Sintomatologia
A salmonelose tem como caracteristica de modo geral a sonoléncia, fraqueza, anorexia,
diminui¢do da curva de crescimento e amontoamento. Ovos de reprodutoras quando infectadas por

Salmonella podem favorecer o aparecimento de pintainhos moribundos e mortos ja na incubadora.
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Em alguns casos, sinais evidentes da infec¢do ndo sdo observados de cinco a dez dias apos o
nascimento dos pintos, mas a doenga ganha impulso nos préoximos sete a dez dias. O pico de
mortalidade geralmente ocorre durante a segunda ou terceira semana de vida, onde as aves, neste
momento, ficam prostradas e tendem a se amontoar para se aquecerem (JOHNSON et al., 1992).

Na pulorose ha diarréia branca a branco-amarelada com morte posterior acometendo
principalmente as aves nos primeiros dias de vida, resultante da transmissao transovariana. O pico de
mortalidade acontece durante a 2* e 3" semana. Ha ericamento das penas, asas caidas e aspecto ruim, a
respiracdo passa a ser dificultosa. Os animais que sobreviverem a enfermidade podem vir a se
recuperar, porém poderdo ser portadores e eliminarem a bactéria em seus ovos durante a postura
(BERCHIERI JR., 2000). A pulorose ¢ mais comum em aves jovens, porém pode acometer também
aves adultas e sua sintomatologia nem sempre ¢ evidente. Entre os sinais podemos observar a curva de
postura inferior ao padrao da linhagem, queda no consumo da ragdo, erigamento das penas, crista
palida e retraida, diminui¢do da eclodibilidade e da fertilidade. As aves poderdo apresentar diarréia
(branco—amarelada a amarelo—esverdeada), depressao e desidratacdo (BERCHIERI JR., 2000).

Ja o tifo aviario é mais observado em aves adultas, havendo reduc¢do do consumo de ragao,
prostracao e diarréia com coloracdo amarela a esverdeada. O curso pode ser de 05 a 07 dias podendo
se prolongar e a mortalidade ndo ocorre de uma s6 vez (BERCHIERI JR., 2000).

As infecgdes paratifoides geralmente causam problemas em aves jovens € 0s sintomas sdo
confundidos com os de outras doencas, as aves permanecem paradas com a cabe¢a baixa e olhos
fechados, ericamento das penas e asas caidas, apresentando-se sonolentas. H4 amontoamento préximo
a fonte de calor, perda de apetite e aumento do consumo de agua, diarréia aquosa profusa e
emplastramento da cloaca. (BERCHIERI JR. e BARROW, 1995). As aves adultas apresentam
inapeténcia queda na postura e diarréia. O paratifo tende a ocorrer apds situagdo de estresse, como na
muda for¢gada (BERCHIERI JR., 2000).

A invasdao de SE dentro de varios 6rgdos de galinhas e reducdo da producdo de ovos em
poedeiras € relatada por GAST e BEARD, 1990.

Em seres humanos, as manifestacdes clinicas da infeccdo por Sal/monella variam desde leves
sinais intestinais a septicemia, com Obitos em geral restritos a recém-nascidos, idosos e pessoas que
apresentam algum distirbio imunolégico. A diarréia € o principal sintoma, sua intensidade varia de
acordo com o paciente, sendo, na maioria dos casos, ocorrendo a cada 10 a 15 minutos e por varias
horas, passando a ocorrer de duas a trés horas por dia ou mais. Dores abdominais, célicas, febre,

nauseas, vomito e dor de cabeca também podem estar presentes (SILVA, 1991).
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2.2.7 Métodos Convencionais de Diagndstico

O diagnostico pode servir como forma de reduzir as causas da salmonelose em humanos e
animais. Um diagnostico definitivo e eficaz para pulorose e tifo avidrio, assim como para outras
salmoneloses, esta baseado no isolamento e identificacao da Salmonella sendo complementado pelo
histérico, sinais clinicos, lesdes e dados de mortalidade (MACHADO, 2000).

Para o diagnéstico clinico se faz necessario uma anamnese bem feita acompanhada dos
achados clinicos e de necropsia, porém ¢ dificil se analisado apenas os sinais, sintomas e as lesdes,
devendo-se fazer o diagnostico diferencial através da investigagdo bacterioldgica e sorologica. Os
resultados dos exames sorologicos precisam ser confirmados com os exames bacteriologicos. O
veterinario devera usar os achados clinicos e anatomopatoldgicos, discutidos anteriormente, como uma
arma para direcionar de forma objetiva os exames laboratoriais, pois somente estes poderdo fornecer,
com maior exatiddo, o diagnostico final (BERCHIERI JR., 2000).

Para diagnostico por isolamento bacteriano de aves com sinais clinicos da doenca ou suspeitas
sorologicas, ¢ comum a utilizacdo de suabes de 6rgdos ou de fragmentos colhidos com material estéril.
Na monitoria de lotes, sdo mais usadas as coletas através de suabes de cloaca, suabes de arrasto, cama,
fezes frescas, contetido de comedouros e agua, € no caso de poedeiras comerciais e reprodutoras, ovos
e embrides também podem ser cultivados (BERCHIERI JR. e BARROW, 1995).

A escolha do procedimento laboratorial adequado ¢ um pré-requisito essencial para o
isolamento de qualquer microrganismo, sendo que para o isolamento de Salmonella existem diversos
fatores que podem afetar esta escolha (ALBUQUERQUE et al.,2000).

Entre os exames mais utilizados podemos citar os testes soroldgicos indiretos (ELISA,
Hemoaglutinacdo rapida em placas) e os cultivos bacteriologicos com a utilizagdo de meios como:
Caldo Tetrationato; Agar Verde Brilhante; Agar de MacConkey; Agar Salmonella-Shigella, entre
outros).

O ELISA ¢ baseado na deteccao de IgG e apresenta certas vantagens quando comparado aos
testes soroldgicos tradicionais. E mais sensivel que o teste de soroaglutinagdo em placa (COOPER et
al., 1989; NICHOLAS et al., 1991).

Segundo OLIVEIRA (1984), para o diagnostico de portadores da pulorose, usa-se o teste de
Hemoaglutinacdo que ¢é realizado no proprio aviario, usando antigeno de laboratorio idoneo,
acompanhado por controles positivos e negativos na hora da prova. Para o teste da hemoaglutinacdo as
aves deverdo estar em jejum por algumas horas, o soro e o antigeno devem estar na mesma
temperatura e a leitura do resultado ¢ realizada um minuto apds se homogeneizar uma gota de antigeno
e uma gota de sangue colhido da ave. As reagdes positivas sdo as que apresentarem aglutinagdo em

toda a area da superficie.
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BERCHIERI JR. (2000), cita que os 6rgaos de predilecao para isolamento da Salmonella em
meios de cultivo sdo o bago, figado, coracdo, ovario, conteudo intestinal, saco da gema, medula 6ssea,
pulmao e locais lesionados, como a articulagdo (artrite) e sacos aéreos (aerossaculite). De acordo com
ROCA et al. (1991), na forma aguda septicémica dos pintainhos, a SP pode ser isolada a partir de
qualquer 6rgao parenquimatoso.

A pesquisa de Salmonella em materiais que podem estar veiculando a bactéria, como farinhas
de origem animal e racdo, inicia-se com uma etapa anterior ao cultivo em caldo enriquecido, sendo as
amostras semeadas em caldo de pré-enriquecimento (dgua peptonada tamponada, solucao de Ringer V4,

caldo lactosado) (BERCHIERI JR., 2000).

2.2.8 Imunidade e Vacinacio

A imunidade das aves vacinadas, quando desafiadas com cepa de campo, impede a adesdao da
Salmonella ao intestino das aves, o que ocorreria, através das fimbrias, dessa forma a bactéria se
multiplicaria e seria excretada através das fezes em elevada quantidade o que aumentaria o risco de
contaminag¢do de todo o lote. As aves quando vacinadas, adequadamente podem suportar uma infec¢ao
e combater a bactéria mais rapidamente e efetivamente do que aves ndo imunizadas.

Na ocorréncia do desafio de campo por Salmonella, a imunidade vacinal impede que as cepas
de campo possam aderir ao intestino das aves como fariam, através das fimbrias, entdo estas se
multiplicariam em grandes nimeros e seriam secretadas, pelas fezes, em grandes quantidades,
aumentando o risco de infectar o resto do lote. Aves apropriadamente vacinadas podem suportar uma
infeccdo e combater a bactéria mais rapidamente e efetivamente do que as aves nao imunes.

Ha 10 anos, a aplicacdo de gene manipulado no estudo da biologia da Salmonella tem
produzido significante progresso no desenvolvimento de vacinas contra Sa/monella (LAX et al,
1995).

As vacinas mortas e vacinas vivas atenuadas estdao sendo usadas em animais domésticos, mas a
avaliacdo da eficacia ainda ndo estd sendo clara. As vacinas mortas contra Salmonella t€ém sido
longamente pesquisadas para a protecdo contra as salmoneloses em experimento animal, entretanto o
nivel e durag¢do da protecao sdo baixos (LAX et al., 1995).

O uso de vacinas vivas atenuadas ¢ um meio eficiente de aumentar a resisténcia contra a
infeccdo por SG quando outros métodos de controle ndo sdo possiveis. WITVLIET et al. citado por
BARROW (1999) afirmam que vacinas contra SG poderiam ser eficazes contra SE.

SCHARR (2003) cita que o aumento da demanda em proteger o consumidor impde um alto

desafio a industria de produtos alimenticios. Novas tecnologias em todas as areas estdo voltadas para
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essas demandas, inclusive a imunidade conferida por vacinas mais seguras e eficazes, sendo o

principal instrumento para melhorar a seguranga alimentar em produtos avicolas.

2.2.9 Colonizac¢ao Intestinal

Para o inicio da colonizagdo ¢ indispensavel que ocorra a associagdo fisica entre a bactéria e o
epitélio intestinal. (FULLER, 1973). A ligacdo das células microbianas através das adesinas de
superficie ¢ um fendmeno imprescindivel para ocorrer as infec¢des e suas patologias (KELLY e
YOUNSON, 2000).

Para que aconteca a colonizagdo intestinal a adesdo fisica ¢ um mecanismo importante
(SOEJARDI et al., 1982), ha pesquisas que indicam as fimbrias como promotoras da colonizagdo de
Salmonella Infantis (BARROW et al., 1988) e ST (LOCKMAN e CURTIS, 1992) no intestino.

Diferentes sorotipos de Salmonella colonizam o trato digestivo do frango com mais eficiéncia
do que outros (AABO et al., 2002). Como, por exemplo, a Salmonella Montevideo que persiste no
trato gastroentérico dos frangos ¢ eliminada nas fezes por um periodo maior que a ST. Em uma
infeccdo assintomatica a SP, SG e Salmonella Cholerae suis colonizam muito pouco o trato alimentar
de frangos, provavelmente porque estas bactérias tenham condi¢des nutricionais especificas
(TURNER et al., 1998). Diferentemente desses sorotipos, a SE fagotipo 4 ¢ bastante prejudicial ao

trato intestinal, pois ¢ bastante invasiva em aves jovens (HINTON et al., 1990).

2.2.10 Controle e Prevencao
Com o passar dos anos, os métodos para o controle de infeccdo por Sal/monella sp. foram
estudados em profundidade (BARROW e LOVELL, 1991). Hoje em dia, a industria avicola introduziu
em diversos paises, medidas para serem aplicadas, nos lotes de reproducao, para reduzir o perigo de
posterior multiplicagdo das Salmonellas nos animais vivos. Este esforco ¢ continuado durante toda a
cadeia de produgdo até chegar a carne para consumo, 0s ovos e os subprodutos, pode ajudar a alcangar

uma situagdo isenta de contaminacdo pelos agentes patogénicos (MULDER, 1995).

Muitos sdo os fatores que influenciam a contaminagdo das aves, tanto vivas quanto
sacrificadas. Neste sentido para se conduzir medidas que visem o controle e a profilaxia ¢ importante
se basear nos fatores que predispdem a contaminagdo bacteriana e nos conhecimentos anteriormente
citados, deste modo, se minimizaré as perdas ocasionadas por essas bactérias.

A higienizacdo do ambiente € necessaria para um controle efetivo, ndo podendo ser de forma

aleatoria e sim racional. E importante a escolha de desinfetantes ideal para cada situagio e ambiente
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(SALLE e SILVA, 2000). Muitos sdo sensiveis & variagdo de pH ou de temperatura. E importante
compatibilizar suas propriedades com as necessidades, levando em conta o tipo de microorganismo
que se pretende controlar, o local e o objeto a desinfetar (SALLE e SILVA, 2000).

O controle, como anteriormente mencionado, ¢ bastante complexo, pois existem fontes
potenciais de contaminacao como: ragdo, roedores, insetos, transporte € o ambiente de processamento
de aves. Todas essas fontes sdo potencialmente importantes (BAILEY, 2000).

O controle de portadores intermediario como ratos, passaros e insetos, também sdo motivos
de investigagdo, HENZLER e OPITZ (1992), isolaram Salmonella Enteritidis de 24 % de ratos
capturados e somente 7,5 % do ambiente.

Para uma atuacdo efetiva de controle os antimicrobianos estdo bastante difundidos na
avicultura. Entre estes a Sulfonamidas e Nitrofuranos podem atuar contra a Salmonella, estes reduzem
a mortalidade, mas ndo evitam que as aves deixem de ser portadoras. Esses antibidticos podem
interferir com a resposta sorologica, portanto sao contra-indicados por pelo menos 6 semanas antes do
teste de pulorose (BERCHIERI JR., 2000). A furazolidona prestou, durante 40 anos, grande beneficio
a avicultura e a suinocultura mundial, particularmente, nas atividades tecnificadas. Deve-se muito a
esse nitrofurano o controle da salmonelose. Atualmente, face as novas avaliacdes toxicoldgicas e,
sobretudo, pelo surgimento de substitutivos mais eficientes € menos toxicos, esse composto tende a
sair do comércio de insumos pecudrios medicamentosos. A Portaria Ministerial 448/98 proibiu o uso

de Cloranfenicol, Furazolidona e Nitrofurazona para animais produtores de alimentos.
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3 JUSTIFICATIVA

Apesar da coturnicultura ser uma darea de producdo na avicultura alternativa industrial em
crescente expansdo, ainda ndo ha publica¢des de alto impacto com estudos mais aprofundados nesta
area. Desta maneira, faz-se necessario a elaboracao de pesquisas mais apuradas, principalmente no
ambito da qualidade microbiolédgica dos alimentos.

No setor de sanidade avicola a salmonelose ¢ um dos principais patdégenos entéricos, causando
grandes prejuizos econdomicos, além de ser uma das principais causas das toxinfec¢des alimentares em
humanos, resultando em grandes problemas para a satide publica.

O conhecimento da transmissdo horizontal e vertical da salmonelose e sua patogenicidade em
codorna sdo de extrema importancia para o combate desta enfermidade nas diversas areas da producao

avicola e da seguranca alimentar.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA

Na produgao industrial de codornas muitos sdo os fatores para desenvolver uma boa producao,
sendo um dos mais importantes a manutengdo de uma boa sanidade das aves. Um dos principais
patogenos prejudicial ao bem-estar das aves ¢ a Salmonella sp., bactéria que pode contaminar os
orgaos internos e causar perdas na producao. As codornas podem eliminar estas bactérias através das
fezes e ovos, contaminando o ambiente e os produtos da coturnicultura, porém, ndo ha um total
esclarecimento cientifico da patogenicidade e da frequéncia da transmissdo desta bactéria. Assim uma
melhor compreensdao desta infeccdo ¢ importante para formular programas de prevengdo para a

salmonelose em codornas.
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5 OBJETIVO

5.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar a transmissao e infeccao de codornas japonesas infectadas por S. Pullorum.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Definir o tempo de eliminagdo do patdgeno nos suabes cloacais e nos ovos.

- Determinar a contaminagdo em diversos O0rgdos e a frequéncia de contaminagdo nos 6rgaos

do trato gastroentérico, figado e trato reprodutivo.

- Analisar as alteracdes anatomopatoldgicas das aves infectadas.
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6 CAPITULO 1

Avaliacio da disseminacio da Salmonella Pullorum em Codornas Japonesas

Evaluation of the dissemination of Salmonella Pullorum in Japanese Quails

Periddico: Canadian Veterinary Journal
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar a contaminagao de Sa/monella Pullorum em codornas
japonesas e verificar a transmissdo para os ovos. Para tanto foram utilizadas 60 aves, divididas em trés
grupos. O grupo A e o B foram inoculados com uma concentragdo de 1,5 x 10 UFC ¢ 7,5 x 10° UFC
de Salmonella Pullorum e o grupo C com uma solugdo estéril. Apds 03, 06, 09, 16 e 23 dias da
inoculacdo foram coletados suabes cloacais e ovos e também foi realizada a contagem das Unidades
Formadoras de Colonias (precisa explicar melhor). Nao houve mortalidade, porém houve alto nivel de
eliminagdo e contamina¢do nos grupos A e B. Nos 03 e 06 dpi o grupo B apresentou uma maior
eliminagdo da bactéria do que o grupo A. A recuperacio da Salmonella dos dois grupos foi elevada
nos 03, 06 e 09 dpi diminuindo progressivamente. Esses resultados indicam uma alta eliminacao da

bactéria e alta transmissao para os ovos.

Palavras-chave: Disseminagdo, Sa/monella Pullorum, Codornas Japonesas.
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Abstract
This study aimed to evaluate the infection of Salmonella Pullorum in Japanese quail and to check
infection of eggs. For that 60 birds were used. Group A was inoculated with a concentration of 1.5 x
10% in group B with 7.5 x 10’ and in group C a solution sterile. After 03, 06, 09, 16 and 23 days post-
inoculation were collected cloacal swabs and eggs was also carried out counting the colony forming
units. This work was no mortality, but there was high level of infection and disposal in both groups.
The 03 and 06 dpi in group B had a greater elimination of bacteria than group A. The transmission to
the eggs was high in 03, 06 and 09 dpi decreasing steadily. These results indicate a high infection and

elimination of bacteria and its dissemination to their eggs, but showing a resistance to this pathogen.

Key-words: Dissemination, Sa/monella Pullorum, Japanese Quail

1. INTRODUCTION
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The quail raising has evolved greatly in recent years, it is an excellent alternative as a source of
food for human consumption. Lately, there has been a great increase not only the consumption of quail
eggs but also meat (1). This expansion deserves the attention of researchers in poultry in order to

develop projects in various aspects of production and management, nutrition and health (2).

According to Campos (3), increasing productivity poultry production becomes high risk by
relying on a biological balance between aggressive agents and the resistance of the organism of the
bird. For the better development of quai raising should avoid the risk of bacterial infection in poultry
as well as the eggs produced. The main contaminants of the egg to Salmonella enterica serovar
Pullorum is a pathogen of great importance and causes pullorum disease, severe systemic disease in
fowl, which causes high economic losses around the world, due to mortality, morbidity and reduction
in egg production. According to Shivaprasad (4) several other species of birds are susceptible to
pullorum disease such as quail, pheasants, ducks, among others. However Gama (5) reported that the
quail has a high resistance to diseases common in the poultry industry, including the salmonella
infection. Salmonella has the ability to infect the laying hens and persist for several months in the
bird's organism, infecting the reproductive tract and thus causing the vertical transmission,
contaminating the eggs and their offspring (6). According to the presented, this study aims to evaluate

the elimination of S. Pullorum in Japanese quail and examine the capacity of transmission to the eggs.

2. MATERIAL AND METHODS
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2.1 Birds used in the experiment

We used 60 quails (Coturnix japonica) with 160 days of age and 70% of production housed in
the shed of experimental infection of LABEO - (Ornithological Laboratory Studies).

We used two batteries of 16 cages (20 x 15 x 15 cm) per battery being housed 4 birds/cage.
The birds received diet and natural mineral water ad [libitum throughout the experiment. This
experiment is in agreement with Ethical Principles in Animal Experimentation, adopetd by the Ethics

Committee in Animal Experimention of State University of Ceara (n° 08627875-4).

2.2. Preparation of samples

2.2.1 Preparation, purification and characterization of bacteria.

We used a strain Sa/monella Pullorum (AT-1304) lyophilized and kept at a temperature of 20 ©
C below zero, provided by the Instituto Oswaldo Cruz. This was sown in 0.85% saline solution to
transfer to a plate containing nutrient agar for conservation, for 18h at 37°C. After that, a single colony
was collected and transferred to a test tube containing 10 mL of Tryptic soy broth overnight at 37 ° C,
this culture was diluted in series in 8 tubes. Was streaked 0.1 mL of this solution on plates containing
agar brilliant green-(AVB) white novobiocin (NOV) to the concentration of 20 pg/mL (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO). These plates were incubated in bacteriological incubator at 37°C overnight, after
this period of the colony forming units (CFU) were counted and the concentrations of each tube were

determined (7).
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2.3 Control of bacterial birds

Three weeks prior to inoculation were performed the rapid whole-blood (WB) test in all 60
birds. After that 21 individual cloacal swabs were collected in randomly selected birds, for the

bacteriological examination. Then were transported in sterile test tubes and sent to LABEO.

2.4 Experimental Test

2.4.1 Infection
For the experimental infection in each bird received orally 0.5 mL containing the concentration
of 7 x 10® for birds in group A and 1.5 x 107 for the birds of group B. For this procedure using a 500-

pL micropipette adjusted to a urethral probe.

2.5 Collection of samples

2.5.2 Cloacal swab
Individual cloacal swab were collected from all birds on days 3, 6, 9, 16 and 23 after infection,
totaling 300 samples. This swab was stored in sterile test tubes and transported to the achievement of

microbiological procedures.

2.5.3 Samples of eggs
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The collection of eggs was performed on days 03, 06, 09, 16 and 23 post-infection. These eggs
were collected aseptically with sterile gloves, and that ten whole eggs corresponded to a sample.

Comprising 30 samples throughout the experiment.

2.6. Microbiological procedure

2.6.1 Cloacal swab

The procedure adopted was based on the bacteriological work of Pinheiro et al. (8). After
harvest, in test tubes sterile swab was passed into the 9 mL of selenite-cystine broth (Merck 107717).
The broths were incubated at 37 °C overnight, passed for Brilliant Green agar with novobiocin at a
concentration of 20 mg / mL (AVB-Nov) and again passed for bacteriological incubator. Biochemical
tests were used with the agars: triple sugar iron agar (TSI - ® Merck), inclined lysine-iron (lia -
himedia ®) and agar SIM (sulfide, indole and motility - ® Oxoid) and confirmed by serological tests

with polyvalent serum against O and H Salmonella antigens.

2.6.2 Samples of eggs
Each sample of eggs was formed by a pool of 10 whole eggs, they were crushed in sterile
becker and then collected 1 mL. This aliquot was passed to the selenite-cystine broth (Oxoid) and

carried out the microbiological procedures as described above.

2.7. Counting of colony forming units.
From each plate AVB-NOV, was counted the number of colony forming units (CFU). The

number of each plate was converted to log;ox+1.

2.8 Statistical Analysis
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The data were analyzed by software Statistix 8.0 (9). The data will initially be submitted to the
Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk, for confirmation of normality of distribution, and the Bartlett
test to verify the homogeneity of variance between treatments. The results were submitted to analysis
of variance using the general linear model (GML).

The results for the colony forming units of (UFC) were transformed into logjox +1 and the
means were compared by non-parametric test of Kwuskal-Wallis. The data of frequency of isolation
for Salmonella on swabs were compared by Chi-square, and samples of eggs by the Fisher exact test.

All data were subjected to a significance level of 5%.

3. RESULTS

There was no isolation of S. Pullorum in any bird before the experiment, as there was no
mortality during the experiment. However, the frequency of samples identified S. Pullorum of the
swabs was high at 03 dpi and this day the identified was statistically higher in group B compared to
group A (Figure 01). On the other days (06, 09, 16 and 30 dpi) no statistical difference between the
groups.

The Group A showed statistically significant difference in isolation in 06, 09, and 16 dpi with
the highest number of positive samples compared to 03 and 30 dpi (Figure 02). However, in group B
there was no statistical difference between days post-inoculation.

We also assessed the level of elimination of S. Pullorum by counting the colony forming units
(CFU) of cloacal swabs (Figure 03). There were differences between groups at 03 dpi and 09 dpi, in
which the number of CFU / mL was significantly higher in group B (Figure 03). The largest number of
CFU of cloacal swabs was at 03dpi in group (B), with a decrease on 06 and 09 dpi (statistically equal),

further reducing in 16 and 23 dpi (statistically equal) (Figure 04). Of the 30 egg samples analyzed,
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twenty-two were positive for S. Pullorum until 16 dpi. There was no statistical difference between
groups, because all samples were positive in 03 and 06 dpi. The 09 dpi there was 50% of positive
samples and 23 dpi (Figure 05) there was no identification. Similarly, the variation in the level of

transmission observed by counting of CFU / mL in eggs was similar to the isolation of the samples.

4. DISCUSSION

There was no mortality during the study, in contrast to the reported by Basnet et al. (10) that
after inoculated broilers at 16 days of age with S. Gallinarum, observed 30% mortality and Chacana et
al (11) who obtained 100% mortality in laying hens of 28 and 52 weeks. Other researchers Buchholz
et al. (12) reported high mortality of bob white quail (Colinus virginianus) 10 days of age infected
with §. Pullorum, but these researchers did not mention the infection in adult quail. These results differ
from the results of this study suggest that a supposed resistance of the adult quail for the S. Pullorum,
because there was no mortality (5.13).

The Group B showed a high number of CFU at 03 dpi as opposed to group A, but group A
showed increasing on identificaton until 09 dpi. Chacana et al. (11) inoculated 2 x 10° CFU / mL of S.
Gallinarum and also found a high isolation (100% of samples of cloacal swabs) in the first days post-
infection (02 dpi). Thus, as hens as quails, high doses of inoculation of Salmonella sp. resulted in rapid
elimination of bacteria.

The group that received the lowest inoculation showed a gradual increase in the elimination of
the pathogen, peaking at 09 dpi. According to Avila et al. (14) after a small dose of infection, the bird
can, after a suitable period, provide a more competitive microbiota. Time that the microbiota of the
gastrointestinal tract of the bird could be competing with Salmonella sp.

The ability to shedding the bacteria is as important as counting the CFU to determine the level
of shedding of bacteria in Japanese quail. The Group B showed a greater number of CFU / ml than

group A in the first days of isolation. A similar result was found by Holt et al. (15) and Andrade et al.
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(16), who found high counts of CFU / mL (10% 10 days after inoculation of Salmonella enteritidis in
poultry, which this excretion decreased over time. This decrease was attributed to the bird's ability to
produce active immunity to the bacteria because the ability of S. Enteritidis to colonize the
gastrointestinal tract is related to innate immunity of the host and the genetic load of the species
(17,18). These birds infected with Salmonella also transmitted to the eggs. The transmission may have
occurred both in the formation of the egg (ovary and oviduct) (19), as in the passage of the egg
through the cloaca of the bird that was eliminating Salmonella (20,21). Through the cloacal swabs
identified an increased elimination of S. Pullorum at 03 dpi until 09 dpi in both groups. These results
coincide with the transmission to the eggs, which were higher in those days. According to Keller et al.
(22), birds with cloacal tissues with high infection may have contaminated eggs, but if there is a low
rate of infection of the tissue samples will be eggs with low contamination. Eggs with shell dirty with
feces positive for Salmonella may have contaminated the inner content because the penetration of
bacteria through the pores of the egg, before the formation of cuticular protein layer, which prevents
bacterial invasion of the eggs (23, 24, 25).

The infection of birds affected the production of eggs (before the inoculation was 80% and then
was 50%), which is common in birds pulorose (26). This agree with Berchieri et al. (27) that after
infection de S. Pullorum in adult laying hens, observed reduction in posture, but the infection was low
in these birds, unlike observed in this experiment.

The infection of poultry produced high frequency of contaminated eggs (100%) to 09 dpi,
which differs from that of Gast et al. (28) that after high dose inoculation of S. Enteritidis in laying
hens, produced only 4.92% of whole eggs contaminated. A similar result was reported by Berchieri et
al. (25) that using S. Pullorum obtained only 10 of 108 contaminated eggs collected.

Not only the absolute frequency of infection was also a high level of infection in eggs with an

average of 200 CFU / mL in both groups, also showing divergent results of the literature in laying
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hens. As reported by Reu et al. (23) who say that the level of infection of the egg is low, with an
average of 20 CFU / egg.

The data presented demonstrate that the S. Pullorum cause low mortality in adult Japanese
quail, however there is a high elimination of bacteria in feces and therefore a constant transmission to
the egg. Thus, should be made a rigid program control and detection of S. Pullorum in quails to

prevent infection of products raising quail.

Figure 01 - Frequency absolute isolates of S. Pullorum in Japanese Quails swabs after

collection on days 03, 06, 09, 16 and 30 postinoculation.
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Figure 02 - Frequency absolute of isolation of S. Pullorum in Japanese quail divided into Group A and

Group B.
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Figure 03 - Average number of colony forming units (CFU) of S. Pullorum in Japanese Quails

swabs after collection on days 03, 06, 09, 16 and 23 post-inoculation.
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Figure 04 - Average number of colony forming units (CFU) of S. Pullorum in Japanese quail divided

into Group A and Group B.
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Figure 05 - Frequency absolute isolation of S. Pullorum in samples of eggs in Japanese quails divided

into Group A and Group B.
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7 CAPITULO 2

Avaliagdo da infeccao de Salmonella Pullorum em Codornas japonesas (Coturnix

japonica)

Evaluation of the infectionof Sa/monella Pulorum in Japanese Quails (Coturnix

japonica)

Periodico: African Journal Microbiology
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Resumo

Este trabalho foi realizado para verificar a infeccao da Salmonella Pullorum em codornas japonesas
infectadas experimentalmente. Para tanto 60 aves foram utilizadas. No grupo A inoculou-se uma
solugio com S. Pullorum na concentragio de 1,5 x 10%, no grupo B com 7,5 x 10° ¢ no grupo C uma
solucdo estéril. Apos 03, 09, 16 e 30 dias pos-inoculagdo (dpi) foram coletados cecos com intestino,
ovario com oviduto e figado das aves tanto para o cultivo bacteriano, como para contagem das
unidades formadoras colonias (UFC). Entre os grupos observou-se igualdade estatistica, porém
numericamente o grupo B apresentou maior isolamento nos 03 e 09 dpi. Até o final do experimento
(16 e 30 dpi) as aves continuaram eliminando o patdégeno. A contagem da UFC variou entre 2,53 a 2,3
em todos os dias de coleta e em todos os 6rgaos, entretanto o figado apresentou um maior nivel de
infeccdo. Nas alteragdes macroscopicas houve varias alteragdes patologicas, ocorrendo esteatoses e
pontos hemorragicos no figado, atresia folicular e gases nos cecos, entretanto a partir do 09 dpi houve
um decréscimo absoluto nas alteragdes encontradas. Este estudo mostrou que a pulorose afeta os

orgaos internos das codornas, porém em menor nivel que em aves industriais.

Palavras-chave: Infeccao, Salmonella Pullorum, Codornas japonesas.
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ABSTRACT

This study was conducted to investigate the infectionof Salmonella Pullorum in Japanese quails
infected experimentally. For that 60 birds were used. Group A was inoculated with a solution S.
Pullorum concentration of 1,5 x 10% in group B with 7,5 x 10° and in group C sterile solution. After 03,
09, 16 and 30 days post-inoculation (dpi) were collected intestinal with caeca, ovary with oviduct and
liver of birds for the bacterial culture, and to count the colony forming units (CFU). Among the groups
showed statistically equal but numerically the group B showed greater isolation in 03 and 09 dpi. By
the end of the experiment (16 and 30 dpi) birds stopped shedding the pathogen. The count of CFU
ranged from 2.53 to 2.3 on all days of collection and in all organs, however the liver showed a higher
level of contamination. In the macroscopic changes were several pathological changes occurring fatty
disease and hemorrhagic spots in the liver, follicular atresia and gases in the cecum, however from 09
dpi there was an absolute decrease in the alterations. This study showed that the pullorum disease

affects the internal organs of the quail, but at a lower level in poultry products.

Key-words: Contamination, Sal/monella Pullorum, Japanese quails
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INTRODUCTION

The raising quail has evolved greatly in recent years, it is an excellent alternative as a source of
food for human consume. Lately there has been a great increase not only the consume of quail eggs
but also meat (Oliveira, 2002). This expansion deserves the attention of researchers in poultry in order
to develop projects in various aspects of production and management, nutrition and protection against
diseases (Minvielle, 2004).

According to Campos (2000), with increased productivity of the poultry industry becomes high
risk, it depends on a biological balance between aggressive agents and resistance of the organism of
the bird. Thus, for the better development of this activity should avoid the risk of bacterial infectionin
poultry.

The main contaminants of poultry to Salmonella enterica serovar Pullorum (SP) is a pathogen
of great importance as it causes pullorum disease. An intense systemic disease in poultry industry and
causing economic losses around the world, through mortality, morbidity and reduction in egg
production. According Shivaprasad (2000), several other species of birds are also susceptible to
pullorum disease such as quail, pheasants and ducks.

These birds may have changer in liver with white spots and petechial hemorrhages (Salem et
al., 1992). Other researchers suggest that these changes are the result of a mechanism of pathogenicity
of S. Pullorum, which are similar to other serovars of salmonella because they have the same virulence
plasmid (Barrow, 1999). Although this mechanism is well known, the relationship between the
pathogen and the bird is still poorly understood (Shivaprasad, 1997).

Thus, this study aims to evaluate the infectionof the SP in the organs of Japanese quails, as

well as, the pathological changes caused by this bacterium.
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MATERIAL AND METHODS
Birds used in the experiment
We used 60 quails (Coturnix japonica) with 160 days of age and 70% of production housed in
the shed of experimental infection of LABEO - (Ornithological Laboratory Studies).
We used two batteries of 16 cages (20 x 15 x 15 cm) per battery being housed 4 birds/cage.
The birds received diet and natural mineral water ad [libitum throughout the experiment. This
experiment is in agreement with Ethical Principles in Animal Experimentation, adopetd by the Ethics

Committee in Animal Experimention of State University of Ceara (n° 08627875-4).

Preparation of samples

Preparation, purification and characterization of bacteria.

We used a strain Sa/monella Pullorum (AT-1304) lyophilized and kept at a temperature of 20 ©
C below zero, provided by the Instituto Oswaldo Cruz. This was sown in 0.85% saline solution to
transfer to a plate containing nutrient agar for conservation, for 18h at 37 © C. After that, a single
colony was collected and transferred to a test tube containing 10 mL of Tryptic soy broth overnight at
37 ° C, this culture was diluted in series in 8 tubes. Was streaked 0.1 mL of this solution on plates
containing agar brilliant green-(AVB) white novobiocin (NOV) to the concentration of 20 pg/mL (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO). These plates were incubated in bacteriological incubator at 37 °C
overnight, after this period of the colony forming units (CFU) were counted and the concentrations of

each tube were determined (TORTORA et al., 2000).

Control of bacterial birds
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Three weeks prior to inoculation were performed the rapid whole-blood (WB) test in all 60
birds. After that 21 individual cloacal swabs were collected in randomly selected birds, for the

bacteriological examination. Then were transported in sterile test tubes and sent to LABEO.

Experimental Test

Infection

For the experimental infection in each bird received orally 0.5 mL containing the concentration
of 7 x 10® for birds in group A and 1.5 x 10? for the birds of group B. For this procedure using a 500-

pL micropipette adjusted to a urethral probe.

Collection of samples

Organs

Were sacrificed two birds in each group on days 03, 09, 16 and 30 post-infection (DPI). These
birds were sacrificed by cervical dislocation and necropsied. During the study were evaluated the
pathological changes. The parameters considered were the shape, color, size, texture, odor and the
presence or absence of visible lesions. After, they were photographed and collected samples of each
bird. 6 samples were collected liver, 6 samples of the reproductive system (ovary and oviduct) and 6
more caeca with intestines, corresponding to 24 samples in total.

The organs were removed aseptically and placed in individual sterile plastic bags, then they
were soaked to the achievement of microbiological tests.

Microbiological procedure

Organs
Each organ was collected one gram and passed on a this aliguota to 9 ml of Selenite-Cystine

broth (Oxoid) and carried out the microbiological procedures. The broths were incubated at 37 °© C for
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24 hours, after then it was plated on to Brilliant Green Agar with Novobiocin concentration of 20 mg/
mL (AVB-Nov) and again transferred to a bacteriological incubator.

The plates were incubated at 37°C for 24 h and up to five suspect Sa/monella colonies were
picked from each plate to triple sugar iron (tsi - Merck), agar-agar inclined lysine iron (read - Himede)
agar and SIM (sulfide, indole and motility - ® Oxoid). Following overnight incubation at 37°C,

presumptive Salmonella isolates confirmedserologically with antiserum somatic “O” and flagellar "H".

Counting of colony forming units.
From each plate AVB-NOV, was counted the number of colony forming units (CFU). The

number of each plate was converted to log;oX+1.

Statistical Analysis

The data were analyzed by software Statistix 8.0 (2003). The data will initially be submitted to
the Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk, for confirmation of normality of distribution, and the
Bartlett test to verify the homogeneity of variance between treatments. The results were submitted to
analysis of variance using the general linear model (GML).

The results for the colony forming units of (UFC) were transformed into logjox +1 and the
means were compared by non-parametric test of Kruskal-Wallis. The samples of organs were

analyzed by the Fisher exact test. All data were subjected to a significance level of 5%.

55



Table 01 — Count of Colony Forming Units (CFU) transformed in Log 10, samples of organs and the

corresponding days.

03 DPI * 09 DPI
Ne° LIVER OVARY CAECUM Ne LIVER OVARY CAECUM
positive/N°® Log 10 + + positive/N°® Log 10 + +
isolated (CFU/g) OVIDUCT INTESTINE isolated (CFU /g) OVIDUCT INTESTINE
Log 10 Log 10 Log 10 Log 10
(CFU /g) (CFU /g) (CFU/g) (CFU/g)
GROUP A
2,46 2,38 - 1,70 2,51 2,33
(3/6) 2,36 - - (4/6) - -
2,33
GROUP B
2,50
2,18 2,41 1,84 2,52 2,52
(5/6) 2,53 - 2,37 (6/6) 2,21 1,89 2,44
16 DPI 30 DPI
OVARY CAECUM OVARY  CAECCUM
LIVER + + LIVER + +
OVIDUCT INTESTINE OVIDUCT INTESTINE
GROUP A
2,03 2,17 - 2,31 - -
(3/6) - 2,30 - (1/6) - - -
GROUP B - 2,42 - - 2,31 -
(1/6) - - - (1/6) - - -
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RESULTS AND DISCUSSION

The isolation birds was 100% in the first collection day in the liver. Noting the high infectionof
bacteria with rapid contagion, a result also reported by Pinheiro et al. (2001), which after infection of
S. Pullorum in poultry infection observed, in the first week of collection, especially in organs like the
liver and spleen. Deshmukh et al. (2005a) also isolated up to 14 days post-infection in samples of liver
and spleen, but these researchers infected S. Gallinarum in bob-white quail, reaching a isolation of
100% of the birds.

Among the groups showed statistically equal, though numerically the group B was superior in
the 03 and 09 post-infection (Table 01) found a similar result by Avila et al. (2006), that after
inoculation of S. Enteritidis in laying hens isolated all the bacteria in their samples of liver. However
in two other groups with lower doses of inoculation the isolation was lower in the sample of liver.
These results suggest that a systemic infection in the bird depends on the dose used in an experimental
infection.

Experimental infection determined a carrier state of the birds, because by the end of the study
was isolated the bacterium from samples, even with a decrease in isolation, after 16 and 30 dpi (Table
01). Wigley et al. (2005) also observed a decrease in the isolation of S. Pullorum, in liver and oviduct
of laying hens, after 9 weeks of experimental infection. These authors also isolated the pathogen until
22 weeks post-infection, suggesting the carrier status of salmonellosis by birds with high risk of
infection of eggs.

The count of colony forming units (CFU) was also performed to verify the level of infection in
the organs. Among the samples collected, the liver, the reproductive tract (ovary + oviduct) and the
digestive tract (intestine + cecum) showed low average bacterial count (Table 01). The mean CFU in
other studies of experimental oral infection in laying hens varied from 3 to 5 CFU / g (Berchieri et al.,
2001) in the first week, but this study the infection ranged from 2.53 to 1.7 in all collection days and in
all organs. These results indicate that the high infection occurs in serovars like S. Pullorum and S.
Gallinarum, but pullorum disease infection is lower in Japanese quail.

In other studies in hens, there was no difference in bacterial isolation, in the four days post-
infection even using different serovars and infection for intravenous route (Gantois et al., 2008).
However, in Japanese quail, the level of CFU was constant throughout the work by changing only the

number of isolates (Table 1). Berchieri et al. (2001) also reisol S. Pullorum in samples of the caecum
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and liver, after high dose of oral infection in hens. Results similar was repoted in this study, because it
showed a infection and isolation greater in liver than in the cecum, this result suggests that the
microrganism of the gastrointestinal tract competed with the salmonella and decreases the infection in
this organ. (Nuotio et al., 1992). Second, Avila et al. (2006) after a lower dose of infection, the bird
can, after a suitable period, provide a more competitive microrganism. Time that the microrganism of
the intestinal the bird could be competing with Salmonella sp ..

Pinheiro et al. (2001) also reported a greater isolation in the liver, followed by ovary and
oviduct, after inoculation with two lines of laying hens they reported a result similar to that found in
this work.

However, from 09 dpi there was a decrease in absolute isolation and level of infection of
poultry (Table 01). Deshmukh et al. (2005b) reported that from 10 dpi quails show a substantial
increase in the number of heterophils in the blood. Because heterophils are the first line of defense
against bacteria and it was from this stage that there was a decrease in bacterial infection to the end of
the experiment.

These infected organs showed pathological changes. The most common changes were the
presence of gases in the caeccum and intestines, liver steatosis and hemorrhage. The cecum and liver
were the most affected organs, resulting in 100% of any present macroscopic lesion. Barcelos (2005)
also showed high infection (33%) in the livers of birds in slaughterhouses, and white spots and the
light areas the main changes to the sentencing of chickens.

These lesions occurred in large numbers in the first day of collection (3 dpi) (Table 02). During
the experiment there was a decrease in the pathologic findings in necropsy, occurring fewer lesions in
the liver of birds. A similar result also reported by Deshmukh et al. (2005a) that after infection of S.
Gallinarum in Japanese quail found a peak of lesions on day 6 post-infection.

The data presented demonstrate that the S. Pullorum can infect the internal organs of the quail,
but in lower level that the commercial laying hens. However, after a certain period, the birds reach a
state carrier the pullorum disease. Thus it is extremely important the microbiological tests constant in

poultry companies to maintain a high level in raising quail.
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Table 02 — Gross lesions in organs collected in their days.

Liver Ovary Caecum
+ +
Oviduct Intestine
Steatosis (3/6)
White Spots (3/6)
03 dpi Follicular Atresia Gases (5/6)
Enlargement(2/6) (4/6)
Hemorrhage (1/6)
Steatosis (3/6)
Follicular Atresia Gases (5/6)
09 dpi White Spots (3/6) (2/6)
Enlargement (4/6)
Hemorrhage (2/6)
16 dpi Steatosis (1/6)
L Gases (5/6)
White Spots (2/6) o Gases (1/6)
30 dpi Hemorrhage (1/6)
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8 CONCLUSOES

As codornas japonesas apresentaram certa resisténcia a pulorose, tanto pela auséncia de
mortalidade como pelo quadro assintomatico apresentado. Todavia, ocorreu uma alta eliminagdo do
patogeno nas fezes € nos ovos, como também um alto nivel de infeccdo nos Orgdos internos,
principalmente, nos primeiros dias pds-infeccdo. Apesar da SP ter infectado rapidamente a ave, houve
uma diminui¢do dos isolamentos no decorrer do experimento, tanto nos 6rgdos internos como nos

suabes € ovos.
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9 PERSPECTIVAS

Nossos resultados deixam informagdes para um aprimoramento da defesa sanitiria na
coturnicultura, pois tenta esclarecer a transmissdo e infec¢do da pulorose em codornas japonesas.
Porém sdo necessarios estudos mais aprofundados desta enfermidade em codornas, principalmente, na
area de imunologia e patogenia para assim obter uma maior compreensao do desenvolvimento claro da
pulorose nestas aves. Desta forma, criar uma conscientiza¢do dos profissionais da area avicola e em

especial os da cortunicultura, para um melhor desenvolvimento sanitario desta atividade.
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11. APENDICE A

Necropsia de ave do Grupo A

Necropsia de ave do Grupo B
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Figado e intestino + cecos de ave do Grupo A
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