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INFECGAO EXPERIMENTAL DE AVES DE POSTURA (Gallus gallus domesticus)
POR CEPAS DE Salmonella enterica SOROVAR GALLINARUM (SG), SGNal',
SGAcobS e SGAcobSAchiA: ANATOMOPATOLOGIA, HEMOGRAMA E PERFIL
BIOQUIMICO SERICO

RESUMO - Este trabalho objetivou avaliar a anatomopatologia, o hemograma e
o perfil bioquimico sérico de aves de postura inoculadas por Salmonella Gallinarum
(SG) contendo os genes cobS e cbiA inoperantes (SGAcobSAcbiA) que mostrou ser
avirulenta em trabalhos anteriores, comparando-a com cepas virulentas SGNal" e
SGAcobS, para mostrar se SGAcobSAchiA pode ser componente de vacina contra
cepas selvagens de SG e S.Enteritidis. 280 pintainhas foram distribuidas em 4 grupos
(G); G1 (SGAcobS), G2 (SGNal'), G3 (SGAcobSAchiA) e G4 (controle). Com excegéo
do G4, os grupos receberam 0,2 mL de suas respectivas cepas contendo
aproximadamente 102 UFC/mL de indculo, aos 5 dias de idade. A eutanasia foi
realizada 24h antes (1DAI) e apos a inoculacao (1DPI), e 3 (3DPI), 5 (5DPI), 7 (7DPI),
10 (10DPI) e 15 (15DPI) dias apds a administragao do indculo, sacrificando-se, em cada
momento, dez aves de cada grupo. As aves foram sacrificadas, obtendo-se amostras
de sangue utilizadas para os exames hematoldgicos e bioquimicos. Fragmentos de
figado, baco, timo, bursa de Fabricius, rins e coracdo foram destinados aos exames
histologicos. As aves inoculadas com a cepa SGAcobS tiveram comportamento
semelhante as aves inoculadas por SGNal', porém com algumas respostas diferentes
nos exames hematolégicos e bioquimicos. As aves inoculadas com a cepa
SGAcobSAcbiA tiveram comportamento semelhante ao grupo controle, entretanto foi
verificado alteracbes brandas em alguns parametros, mostrando que estudos futuros
devem ser feitos, verificando se as alteracbes constatadas nao irdo interferir no

desempenho de aves vacinadas com a cepa SGAcobSAcbiA.

PALAVRAS-CHAVE: atenuacao, histopatologia, leucograma, mutante, proteinas de

fase aguda, tifo aviario
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EXPERIMENTAL INFECTION OF COMMERCIAL LAYERS (Gallus gallus
domesticus) USING Salmonella enterica SEROVAR GALLINARUM (SG), SGNal',
SGAcobS AND SGAcobSAcbiA STRAINS: ANATOMOPATHOLOGY, HEMOGRAM

AND BLOOD SERUM COMPONENTS

SUMMARY - The aim of the present study was to evaluate anatomopathology,
hemogram and blood serum components of commercial layers experimentally
inoculated with SGAcobSAcbiA, which is a Salmonella Gallinarum (SG) strain it shows
attenuation of the virulence in previous research and it was compared with high
virulence SGNal" and SGAcobS strains in order to show if SGAcobSAcbhiA has potential
to be use as a vaccine against SG and S. Enteritidis wild strains. 280 commercial layers
were divided into 4 groups (G); G1 (SGAcobS), G2 (SGNal'), G3 (SGAcobSAcbiA) and
G4 (control group). With exception of G4, all the other groups received 0,2 mL of their
respective strain containing about 108 CFU/mL of the inoculum with five days of age.
Birds were sacrificed 24 hours before (1DBI) and 24 hours after the inoculation (1DAI),
and three (3DAI), five (5DAI), seven (7DAIl) ten (10DAI), and fifteen (15DAI) days after
the administration of the inoculum, slaughtering ten birds at a time in each group. Birds
were submitted to euthanasia and blood samples were collected in order to make the
hematological and blood serum components test. Samples of liver, spleen, thymus,
bursa of Fabricius, kidneys and heart were collected for the histological test. The birds
inoculated with SGAcobS strain had similar behavior when compared with that ones who
received SGNal" strain, however some different responses in the hematological and
blood serum components were found. On the other hand, the birds inoculated with
SGAcobSAcbiA strain had similar behavior when compared with the control group,
however, lower alterations in some parameters were found. Further studies must be
done to verify if these alterations will not interfere in the performance of the vaccinate
birds with SGAcobSAcbIA strain.

KEYWORDS: acute-phase proteins, attenuation, fowl typhoid, histopathology,

leukogram, mutant



I. INTRODUGAO

A preocupagdo com a biosseguridade aviaria no cenario mundial tem sido
marcante, o que exige controles rigorosos para a prevencgao das enfermidades. Dentre
as enfermidades, as salmoneloses sdao um dos focos da preocupacdo, sendo
imprescindivel o seu controle. Uma das salmoneloses de grande importancia é o tifo
aviario, causado por Salmonella Gallinarum (SG), doenga sistémica grave que acomete
galinhas domésticas e outras espécies de galinaceos. Quando infecta um plantel
avicola causa grande perda econémica, ndo so pelas altas taxas de morbidade e de
mortalidade, mas também pela marcante queda de postura. Nos lotes afetados, a taxa
de mortalidade pode ser de 40 a 80%.

Essa enfermidade foi reconhecida, inicialmente, na Inglaterra, no final do século
XIX. E uma doenca considerada de paises em desenvolvimento. Nos Estados Unidos
da América, é considerada uma doenga sob controle e este resultado deve-se a um
plano nacional de prevencao de enfermidades avicolas, com destaque para o controle
das salmoneloses. No Brasil, tem sido diagnosticada em areas de exploragdo comercial
de aves de postura, podendo ocorrer também em plantéis destinados a reproducao.
Embora o Brasil tenha uma avicultura considerada de “primeiro mundo”, as condi¢des
ambientais proprias de zonas tropical e subtropical e os sistemas de criacdo em
barracdes abertos favorecem a disseminagao de microrganismos, como as salmonelas.

Devido a importancia que o tifo aviario representa para a producao avicola, o
entendimento da fisiopatogenia e as alternativas que podem ser utilizadas para o
devido controle dessa enfermidade se fazem necessarios. Este trabalho objetiva
estudar os parametros anatomopatoldgicos, hematolégicos e bioquimicos, inclusive as
proteinas de fase aguda, em aves de postura experimentalmente infectadas com a
cepa de Salmonella enterica sorovar Gallinarum resistente ao acido nalidixico (SGNal")
e cepas mutantes contendo os genes cobS e cobScbiA inoperantes (SGAcobS e
SGAcobSAcbiA). Estes genes fazem parte daqueles que s&o acionados pelas bactérias

do género Salmonella em ambiente anaerdbico. Em trabalho recente, foi verificado que
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a delegao simultanea desses genes impossibilita Salmonella Gallinarum de exercer sua
acao patogénica em aves, porém quando houve delegdo de apenas um dos genes a
viruléncia se equiparou, sendo até maior que a cepa selvagem (PAIVA et al., 2009).
Dessa forma, tendo-se em vista que o controle do tifo aviario esta incluido no Programa
Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), a analise das aves inoculadas por
SGAcobSAcbiA, mostrando o comportamento da cepa ao longo da infeccdo € de
grande importancia para que, na auséncia de alteragdes que possa comprometer a
integridade fisioldégica das aves, SGAcobSAchbiA possa ser utilizada em programas
preventivos contra Salmonella Gallinarum e Salmonela Entereditis (SE), sendo esta
ultima o alvo principal, devido sua importancia em saude publica, ja que s&do muito

semelhantes quanto ao bioquimismo e fatores antigénicos.



Il. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o padrao anatomopatolégico, o hemograma e o perfil bioquimico sérico,
inclusive as proteinas de fase aguda, de aves de postura experimentalmente infectadas
com mutantes de Salmonella Gallinarum contendo os genes cobS e cbiA inoperantes
(SGAcobSAchiA), fazendo um comparativo dos parametros com cepas virulentas de

Salmonella Gallinarum, SGNal" e SGAcobS.

2.2 Objetivos Especificos

Obter informacdes laboratoriais capazes de mostrar, em exame microscopico, a
auséncia de alteracdes e lesdes induzidas por SGAcobSAcbiA, verificando se esta pode
ser um futuro componente de eficiente vacina viva atenuada contra cepas selvagens de

Salmonella Gallinarum e Salmonella Enteritidis.



lll. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Taxonomia de Salmonella

As salmonelas sao microrganismos pertencentes a familia Enterobacteriaceae,
do género Salmonella, sendo bacilos gram-negativos, aerdbicos ou anaerébicos
facultativos, catalase-positivos e oxidase-negativos. As duas espécies que compdem o
género sao Salmonella enterica e S. bongori.

Salmonella enterica se distribui em seis subespécies: S. enterica subesp.
enterica, S. enterica subesp. salamae, S. enterica subesp. arizonae, S. enterica subesp.
diarizonae, S. enterica subesp. houtenae, S.enterica subesp. indica (POPOFF et al.,
1996). Assim, para exemplificar, a designacao de Salmonella “gallinarum” passaria a
ser Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo (ou sorovar) Gallinarum, ou de
forma simplificada Salmonella Gallinarum. Sao conhecidos mais de 2.500 sorotipos de
Salmonella, mas cerca de 90 sdo os mais comuns em infec¢gdes de pessoas e animais
(BERCHIERI JUNIOR & FREITAS NETO, 2009).

3.2 Importancia das salmoneloses em avicultura

Salmonella spp. € um microrganismo amplamente distribuido na natureza, sendo
0 ser humano e os animais seus principais reservatorios naturais e, de acordo com
SHINOHARA et al. (2008), aves e bovinos sdo os principais disseminadores desse
agente patogénico.

Em se tratando de aves comerciais, as salmoneloses s&o responsaveis por
perdas diretas e indiretas na producédo avicola, além de sua importancia em saude
publica (BERCHIERI JUNIOR et al., 2001; ANDREATTI FILHO & PATRICIO, 2004,
BUCHALA et al., 2006).

Considerando-se que as trés principais fontes de Salmonella spp. para aves de

exploragao comercial sdo a introdugao de ave infectada, o meio ambiente e a ragéo, se
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faz necessaria a pesquisa de salmonelas nessas fontes para avaliar o grau de infecgéo
das aves, permitindo o uso de medidas eficientes e, dessa forma, aumentando a
eficacia do controle das salmoneloses aviarias (KAMPELMACHER, 1987; PEREIRA et
al.,, 1999). Nao obstante, a presenca de Salmonella spp. também €& um problema
sanitario que restringe o comércio de aves e seus produtos (GAMBIRAGI et al., 2003).

Os sorotipos que infectam as aves podem causar trés enfermidades distintas. A
pulorose, causada por Salmonella Pullorum, o tifo aviario, causado por S. Gallinarum
(SHIVAPRASAD, 2000; ITO et al.,, 2004; PEREIRA & SILVA, 2005; BERCHIERI
JUNIOR, 2009) e o paratifo aviario, provocado por qualquer outra salmonela que néo
seja S. Pullorum ou S. Gallinarum, com destaque para S. Enteritidis e S. Typhimurium
(VAN IMMERSEEL et al., 2005; BERCHIERI JUNIOR & FREITAS NETO, 2009).

As salmoneloses causadas por sorotipos adaptados a varios hospedeiros, como
S. Typhimurium e S. Enteritidis, denominadas salmonelas paratificas, em aves e
mamiferos, sado caracterizadas por gastroenterite; se restringem ao trato
gastrointestinal, porém em certas circunstancias em que o animal infectado se encontra
debilitado, é possivel a ocorréncia de infeccao sistémica. Por outro lado, a doenca
causada por sorovares espécie especificos, como S. Gallinarum e S. Pullorum,
manifesta-se sem comprometimento intestinal relevante, porém com grave doenga
sistémica, podendo ocasionar morte do hospedeiro (VAN IMMERSEEL et al., 2005).

3.3 Salmonella Gallinarum e sua importancia em avicultura

Salmonella Gallinarum (SG) é o agente causador do tifo aviario, enfermidade de
distribuicdo mundial, que encontra-se sob controle em paises da Europa e da América
do Norte, embora tenham sido relatados casos em paises como Alemanha e
Dinamarca, no final da década de 80 (CHRISTENSEN et al., 1992). O tifo aviario tem
sido descrito em paises cuja avicultura industrial esta em desenvolvimento e naqueles
onde as aves sdo criadas livremente. Relatos recentes de isolamento de SG sao
oriundos de criagbes industriais avicolas de paises africanos (ORJI et al., 2005) e
asiaticos (KIM et al., 2007; LEE et al., 2007). Ocorréncia de SG nas Américas Central e
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do Sul foi relatado por SILVA (1984). No Brasil, desde a década de 60, estudos
mostram altas prevaléncias de SG; porém, as maiores taxas de prevaléncia foram
constatadas na década de 80 e no inicio da década de 90 (HOFER et al., 1997,
BERCHIERI JUNIOR & FREITAS NETO, 2009).

O microrganismo causador do tifo aviario € uma bactéria aflagelar, pertencente
ao grupo D, que apresenta os antigenos somaticos 1, 9 e 12, como ocorre em
Salmonella Pullorum (SP), sorovar muito semelhante a SG, possuindo algumas
diferengas quanto ao comportamento bioquimico, destacando-se a fermentacdo do
dulcitol por SG, reagao que ndo ocorre com SP e a descarboxilagdo da ornitina por SP,
mas ndo por SG (SHIVAPRASAD, 2000; BERCHIERI JUNIOR & FREITAS NETO,
2009). Contudo, existem cepas com comportamento bioquimico atipico, o que dificulta a
diferenciagcdo por esse método. Estudo molecular recente com os dois sorotipos,
utilizando técnica de tratamento enzimatico com a enzima de restricado Eco RI, permitiu
diferenciar SG de SP, mesmo quando amostras bacterianas apresentavam

comportamento bioquimico atipico (RIBEIRO et al., 2009).

3.3.1 Epidemiologia e Patogenia

As fontes de infec¢ao do tifo aviario sdo aves doentes e portadoras que, além de
disseminarem, contribuem para a persisténcia da bactéria na natureza. Aléem de
galinhas, a literatura especializada registra o agente do tifo aviario em perus, galinhas-
da-angola, codornas, faisbées, pardais e papagaios (SNOEYENBOS, 1991; POMEROY
& NAGARAJA, 1991; SHIVAPRASAD, 1997).

E possivel notar Salmonella Gallinarum nas fezes de animais infectados, em
estagio final da doenca, e ser transmitida por contagio indireto. Higiene deficiente,
presenca de moscas, passaros, urubus, roedores, entre outros fatores, podem contribuir
na disseminagcédo do agente etiologico da doenga em propriedades avicolas. Veiculos
que transportam aves, esterco e ovos, também s&o incriminados como meios provaveis
de disseminagao da bactéria, especialmente, aqueles que entram em varias granjas

sem lavagem e desinfecg¢ao prévia. Contato entre ave doente e ave sadia, canibalismo
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e presencga de aves mortas na granja, bem como a equipe de trabalho e outras pessoas
que transitam em propriedades avicolas, sdo fatores importantes na transmissao do tifo
aviario (BERCHIERI JUNIOR & FREITAS NETO, 2009).

O tifo aviario € uma enfermidade que geralmente causa grave infecgéo sistémica
em galinhas, com grande perda econdmica devido a altas taxas de morbidade e de
mortalidade e & queda na producéo de ovos (BERCHIERI JUNIOR et al., 2001).

As linhagens leves s&o consideradas mais resistentes, enquanto as semi-
pesadas e as pesadas sao consideradas suscetiveis a doenca (FREITAS NETO et al.,
2007). A habilidade de inibir o desenvolvimento da enfermidade por algumas linhagens
de aves esta relacionada a sua capacidade intrinseca de controle do patégeno,
limitando a multiplicacédo e a eliminagao, além de um eficiente mecanismo de destruicao
bacteriana no interior de macréfagos (BUMSTEAD & BARROW, 1993; QURESHI, 1998;
WIGLEY et al., 2002). BERCHIERI JUNIOR et al. (2000), no estudo da infecgdo
experimental por SG em linhagens leves de aves poedeiras, observaram que apesar
das aves ndo desenvolverem sinais clinicos, alguns o6rgaos internos apresentaram
alteragdes macroscopicas; também, a bactéria foi isolada do bago e do figado, quatro
semanas apoés a infecgdo. Ainda com relagao a resisténcia, OLIVEIRA et al. (2005),
constataram que entre as linhagens suscetiveis, 0 desencadeamento da enfermidade e
a morte depende da dose infectante ou desafio de SG a que as aves sdo submetidas.

Em aves, a principal porta de entrada de Salmonella é a gastrointestinal; apos a
infeccao oral, a bactéria atinge o ileo distal e o ceco, replica-se na submucosa e placas
de Peyer e penetra no epitélio intestinal (KAISER et al., 2000; JONES et al., 2001). Nas
infecgdes classicas por Salmonella Gallinarum nao se nota comprometimento intestinal,
como acontece nas salmonelas paratificas, provavelmente por induzir baixa resposta
inflamatdria pelo fato de serem bactérias aflagelares, uma vez que os flagelos s&o
potentes indutores de citocinas inflamatdrias (WYANT et al., 1999). SG utiliza
mecanismos especificos de invasdo, como o sistema de secrecao tipo Ill (em inglés,
TTSS, sigla de “type lll secretion system”), expresso por um gene denominado inv H
(ALTMEYER et al.,, 1993, JONES et al., 2001). Esse sistema de secregdo esta

localizado em ilhas de patogenicidade das salmonelas (em inglés, SPI, sigla de
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“Salmonella Pathogenicity Island”), sendo responsavel por mediar a passagem da
bactéria desde a luz intestinal até o interior das células por meio do transito de
proteinas efetoras, responsaveis pela migragcao bacteriana (KAISER et al., 2000;
MASTROENI et al., 2000; JONES et al., 2001). Dentre esses mecanismos de invasao
de SG destacam-se SPI1-TTSS e SPI2-TTSS. Enquanto o SPI1-TTSS esta mais
relacionado as etapas iniciais da infec¢ao, o SPI2-TTSS esta relacionado diretamente a
viruléncia de SG (JONES et al., 2001; SHAH et al., 2005; JEONG et al., 2008). Segundo
JONES et al. (2001), o SPI2-TTSS ¢é absolutamente necessario para a sobrevivéncia de
SG nos macrofagos e, consequentemente, para sua multiplicagdo no sistema fagocitico
mononuclear (SFM), além de, provavelmente, estar envolvido na migragdo de SG do
intestino para o figado e o bago, sugerindo que o transporte ocorre por meio de
fagécitos. Como SG nao induz resposta inflamatéria no intestino, ela limita a agcéo do
sistema imune do hospedeiro, podendo desencadear grave doenca sistémica (KAISER
et al., 2000). De acordo com BARROW et al. (1987), outro mecanismo de sobrevivéncia
de SG esta relacionado com um plasmideo de 85 kb na estrutura da bactéria, cuja

presenca habilita SG a sobreviver e crescer dentro das células do SFM.

3.3.2 Alteragoes hematologicas

Apos a invasao e replicagao, principalmente em células do SFM, SG causa
disturbios na circulacdo sanguinea como anemia, caracterizando a fase aguda da
infecgdo. Anemia € um achado comum em animais acometidos por infeccbes
bacterianas e esta associada a reacgao inflamatoria. Segundo ALENCAR et al. (2002), a
anemia da doenca inflamatéria (ADI) é uma anemia nao-regenerativa, de leve a
moderada, com caracteristica normocitica normocrOmica associada com processo
inflamatario, infecgdes cronicas e condigbes traumaticas. Por outro lado, STOCKHAM,
(2000) observou que as infecgdes bacterianas ou virais causam anemia moderada a
grave como resultado de hemorragia em condi¢des de lesdo vascular, trombocitopenia
e hemolise eritrocitaria. Segundo a literatura, na infecgdo por SG, o processo anémico

esta relacionado a lise de hemacias, sendo que a hemdlise é induzida pela presenca de
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uma toxina bacteriana, o lipopolissacarideo (LPS) na circulacdo sanguinea, que
promove a formacdo de complexos LPS-anticorpo que seriam fagocitados pelo SFM
(ASSOKU et al., 1970, ALLAN & DUFFUS, 1971; ASSOKU & PENHALE, 1974; 1978).

Alguns parametros sado necessarios para a avaliacdo das alteragdes do perfil
eritrocitario. Os indices hematimétricos hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) permitem a classificagdo da
anemia em normocrdémica ou hipocrémica; por outro lado o indice volume corpuscular
médio (VCM) permite classificar a anemia em normocitica, macrocitica ou microcitica.
Ja o hematdcrito permite avaliar a massa de hemacias de uma amostra de sangue.
Baixo valor do hematdcrito pode ser observado em doenga hemorragica aguda ou
crénica (CAMPBELL & DEIN, 1984).

Em infecgdes experimentais por SG, notou-se anemia, com expressiva
diminuigdo do hematdcrito (ASSOKU et al., 1970, ALLAN & DUFFUS, 1971; POMEROY
& NAGARAJA, 1991; CHRISTENSEN et al., 1996; CARDOSO et al., 2003; GARCIA et
al., 2007b). Nao ha consenso quanto a classificagdo da anemia durante infecgdo por
SG; alguns autores a definem como macrocitica normocréomica (ASSOKU et al., 1970;
CARDOSO et al., 2003), outros como microcitica normocréomica (CHRISTENSEN et al.,
1996). ASSOKU & PENHALE (1974), durante a fase aguda do tifo aviario verificaram
grave anemia hemolitica, com perda de mais de 70% do total de hemacias da
circulagdo sanguinea. BUXTON (1960) notou que nas infecgdes naturais por SG, as
aves apresentavam menor concentracdo de hemoglobina. No entanto, em condi¢cdes
experimentais o autor ndo verificou tal alteragéo.

A contagem total de leucodcitos, inclusive a contagem diferencial, é necessaria
para a interpretagcdo segura da natureza de uma infecgdo viral ou bacteriana
(NORIEGA, 2000). Segundo ANDERSON & STEPHENS (1970), a contagem diferencial
de leucdcitos € de extrema importancia para o diagndstico de doengas aviarias.

A respeito das alteragdes nos parametros leucocitarios durante a infecgao
experimental por Salmonella Gallinarum, constatou-se leucocitose com heterofilia
marcante. No entanto, o numero de linfécitos dessas aves era inferior aqueles
encontrados em aves saudaveis (ASSOKU et al., 1970; ALLAN & DUFFUS, 1971;
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KOKOSHAROQV, 1998; CARDOSO et al., 2003; FREITAS NETO et al., 2007; GARCIA
et al., 2007b). Segundo MORGULIS (2002) a leucocitose deve-se, principalmente, a
heterofilia, sendo as causas mais comuns as infec¢cdes sistémicas causadas por
microrganismos, como as salmonelas.

A avaliagao do teor de proteina total e de suas fragdes propicia subsidios para
adequada interpretacado do estado de hidratagdo, bem como do diagnéstico de doengas
inflamatorias e imunomediadas e de alteragdo na sintese protéica (KANEKO et al.,
2009).

Em aves sadias, o teor plasmatico de proteina total varia de 3,0 a 6,0 g/dL,
sendo considerado bom indicador do estado de higidez das aves. SILVA et al. (2007),
em estudo de parametros hematolégicos de frangos de corte sadios de diferentes
idades, constatou valor médio de 3,0 g/dL para proteina total. Concentracao elevada de
proteina pode ser decorrente de desidratagdo ou de elevacdo do teor de globulinas
como acontece em doencas inflamatérias (CAMPBELL & COLES, 1986). Em aves
inoculadas com SG, CARDOSO et al. (2003) constataram elevagédo plasmatica de
proteina total.

O estagio inicial da reacgao inflamatoria induzida por infeccéo envolve a liberagao
de proteinas de fase aguda, positivas e negativas (GRUYS et al, 1994). GARCIA et al.
(2009), em estudo com infecgao experimental de aves poedeiras por SG verificaram no
tracado eletroforético obtido em gel de acrilamida contendo dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) alteracbes nos teores plasmaticos de proteinas de fase aguda dessas
aves, em comparag¢ao com aves sadias.

A resposta humoral por linfécitos B e imunoglobulinas, € fundamental para
restringir a invasao intestinal de Salmonella e sua posterior disseminagao para os
orgaos linfaticos e o figado. Além disso, os anticorpos sao responsaveis pela
opsonizagao de antigenos, que propicia melhor reconhecimento e destruicdo da
bactéria pelos fagoécitos (MASTROENI et al.,, 2000; MITTRUCKER et al.,, 2000).
Aumento do teor de IgG foi observado em infecgdes experimentais por SG (DUFFUS &
ALLAN, 1968; GARCIA et al., 2009).
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A determinagdo da concentragdo sérica de eletrdlitos, enzimas e lipideos, como
colesterol e triglicerideos, s&o importantes na avaliagdo de varias atividades
metabdlicas vitais que ocorrem nos fluidos corporais dos animais. SILVA et al. (2007),
estudando parametros bioquimicos séricos de frangos de corte, verificaram altera¢des
relevantes nos teores séricos de aspartato aminotransferase (AST), colesterol e calcio
entre grupos de frango com 21, 35 e 42 dias de idade, mostrando o quao dindmico é a
fisiologia do frango industrial, que apresenta alto nivel de atividade metabdlica, em
razao de seu rapido crescimento.

Enfermidades sistémicas, como tifo aviario, sdo acompanhadas de alteracbes
nos parametros bioquimicos séricos. GARCIA et al. (2007c), em infeccdo experimental
de aves poedeiras por SG, observaram alteragdes significativas nos teores séricos de
magnésio, colesterol e ftriglicerideos das aves infectadas, quando comparadas com

aves sadias de mesma idade.

3.3.3 Alteragoes anatomopatolégicas

Devido a gravidade da infecgdo por SG, em razao de sepse e toxemia, ocorre
expressivo comprometimento dos 6rgaos infectados pela bactéria. O volume do figado
aumenta trés a quatro vezes; o 6rgao torna-se friavel, esverdeado ou amarelo-
esverdeado a bronzeado e repleto de pontos de necrose (esbranquicados) e de
hemorragia. Necroses multifocais aparecem no bago e no coragao. O volume do bago,
a semelhanca do figado, aumenta trés a quatro vezes; nota-se, ainda, pontos de
hemorragia. Na doenca de curso mais longo é possivel notar hidropericardio e
inflamagdo, com nddulos esbranquicados no coracdo, baco, pulmdes, rins, moela,
pancreas, duodeno e ceco. Tais alteracbes foram observadas em diversos trabalhos
que relatam infeccdo experimental de aves por SG (SMITH, 1955; ASSOKU et al.,
1970; CHRISTENSEN et al., 1996; SHIVAPRASAD, 2000; BERCHIERI JUNIOR et al.,
2000; FREITAS NETO et al., 2007; GARCIA et al., 2007a; BERCHIERI JUNIOR &
FREITAS NETO, 2009).
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3.4 Relagao entre sintese de cobalamina e potencial de viruléncia das salmonelas

Organismos procariéticos, como as salmonelas, possuem mecanismos
intrinsecos de sobrevivéncia, devido a um sistema respiratério modulado para alterar
rapidamente o seu funcionamento de acordo com as condigdes e a disponibilidade de
substratos para a obtencdo de energia. Faz parte da habilidade da bactéria, para
superar as adversidades ambientais, alteracdo da composicdo do seu sistema
respiratorio (RICHARDSON, 2000). Dessa forma, além dos mecanismos de viruléncia
(JONES et al.,, 2001), a sobrevivéncia das salmonelas depende da capacidade de
utilizacdo dos substratos disponiveis no meio em que se encontra.

TURNER et al. (2003) observaram, no estudo com mutantes de SG, Salmonella
Typhimurium (STM) e Salmonella Dublin (SD) contendo alteragbes em genes que
expressam componentes da cadeia de transporte de elétrons (nuoG, cydA e cyoA), que
essas bactérias colonizaram o trato digestério de frangos e camundongos utilizando
uma via alternativa, anaerdobica ou fermentativa. Tais estudos mostram que as
salmonelas sdo anaerdbicas facultativas.

A cobalamina (CBL) é um nutriente essencial para a vida de animais e seres
humanos, porém, apenas organismos procariéticos como as salmonelas possuem
mecanismos para biossintese desta macromolécula. Em STM, a sintese de CBL ocorre
em condi¢gdes de anaerobiose, podendo ser sintetizada em aerobiose ou anaerobiose
quando a bactéria for suprida com as substancias precursoras como cobinamida
(JETER et al., 1984; ESCALANTE-SEMERENA et al., 1990).

O CbiA (acido cobirinico a,c-diamido sintetase) € a primeira glutamina
aminotransferase da via anaerdbica para a biossintese de cianocobalamina ou vitamina
B12 (CN-CBL), cuja via de produgdo € bastante complexa, requerendo atividade
catalitica de aproximadamente 30 enzimas (ANDERSSON, 1995); destas, 25 séao
codificadas pelo operon cob (ESCALANTE-SEMERENA et al., 1992; ROTH et al.,
1993). Tal complexidade é afirmada com a quantidade de genes que participam de sua
sintese, cerca de 1% do genoma bacteriano (PRICE-CARTER et al., 2001).
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A presenga de cobalamina sob a forma de coenzima B12 (Ado-CBL) reprime a
expressao do operon cob (LUNDRIGAN & KADNER, 1989; ESCALANTE-SEMERENA
et al., 1990). O operon responsavel pela biossintese de Ado-CBL contém 17 genes
CbiA-P, que estdo envolvidos na produgao da porgao inicial da molécula (ROTH et al.,
1993; WARREN et al., 2002).

A enzima CobS (Adenosilcobalamina-5'-P sintase) fica localizada na membrana
celular e catalisa o penultimo passo da produgdo de Ado-CBL (MAGGIO-HALL et al.,
2004), sendo a produgao de cobalamina dependente da enzima CobS (MAGGIO-HALL
& ESCALANTE-SEMERENA, 1999; ANDERSON et al., 2008).

A delecdo dos genes cobS e cbiA (AcobSAcbiA) em Salmonella, impossibilita a
producdo de cobalamina, em condi¢gdes anaerobicas (RICHTER-DAHLFORS et al.,
1994). No entanto, a relagdo exata desta substéncia, ou de algum passo da sua via de
biossintese com a viruléncia bacteriana ainda nao foi estabelecida. PAIVA et al. (2009),
no estudo com cepas de SG contendo os genes cobS e cbiA inoperantes, mostrou que
a bactéria tem seus mecanismos de sobrevivéncia de modo a superar a auséncia de
um deles. Contudo, quando a delegcdo foi dupla, o mutante de SG AcobSAchiA
apresentou comportamento diferente da cepa selvagem. Enquanto a cepa selvagem e a
cepa com delecédo de apenas um gene provocou mortalidade de quase 100% das aves
infectadas experimentalmente, a cepa com dupla delegdo ndo provocou mortalidade
alguma. Esta atenuagdo tem provavel ligagdo com a extingdo da produgdo de
cobalamina durante a fase intracelular, o que prejudica sua sobrevivéncia dentro dos
macrofagos (FIELDS et al., 1986; BUCHMEIER & HEFFRON, 1989).

Segundo PENHA FILHO (2009) a atenuacgao da cepa SG AcobSAchiA pode ser
decorrente da dificuldade em sobreviver no intestino ou de invadir a parede intestinal do
organismo, destruicdo mais eficiente desta cepa pelos macrofagos dos 6rgaos ou por

uma replicagado mais lenta.
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3.5 Medidas preventivas para o controle das salmoneloses aviarias

Devido a ocorréncia e importancia das salmoneloses aviarias, muitos estudos
estdo focados em pesquisas sobre controle dessas enfermidades, com destaque para
SG, SP, SE e STM, as quais sao controladas de acordo com o Programa Nacional de
Sanidade Avicola (PNSA), em razdo da importancia e do impacto desses sorotipos na
producgao avicola, no contexto nacional e internacional.

De acordo com o PNSA, o tifo aviario € uma das enfermidades de destaque
devido suas altas taxas de morbidade e de mortalidade em aves. Segundo BERCHIERI
JUNIOR & FREITAS NETO (2009), o melhor programa de prevencdo quando se trata
do tifo aviario, baseia-se na limpeza, higiene e desinfeccdo da granja. Deve-se ter
cuidado com dejetos, veiculos que transportam aves, ragdo e suas matérias primas,
fezes (cama), ovos e aves de diferentes idades, evitar agua parada, dar um destino
correto e rapido aos animais mortos, além de controlar o acesso de passaros, roedores
e mosquitos a granja. SHIVAPRASAD (2000) relaciona a diminuicdo da prevaléncia de
SG em paises desenvolvidos a um forte programa de biosseguranca, sobressaindo-se
a eliminacado de aves reprodutoras infectadas, bem como os ovos delas provenientes;
granjas de reproducao devem receber somente ovos confirmados livres do patdégeno.

Uma vez instalada a bactéria em uma propriedade, a eliminacdo de Salmonella
pela ave e a sua presenga no ambiente torna-se um grande problema; o controle é mais
efetivo quando se emprega de modo integrado diferentes medidas de biosseguranca,
entre elas a vacinagao (INOUE, 2007).

Infecgbes experimentais utilizando cepas vacinais com mutantes de SG em aves
mostraram protegcdo, ao menos parcial, contra o desafio com cepas selvagens de SG
(BARROW, 1990; GRIFFIN & BARROW, 1993; ZHANG-BARBER et al., 1998; RANA &
KULSHRESHTHA, 2006; ROSU et al., 2007; PENHA FILHO, 2009) e contra cepas
selvagens de SE (BARROW et al., 1991; FEBERWEE et al., 2001a; PENHA FILHO,
2009).

SG 9R é uma cepa atenuada de SG que foi alvo de estudos em razdo dos

resultados satisfatérios. E uma cepa rugosa originada da cepa lisa 9S (SMITH, 1956;
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GORDON & LUKE, 1959; GORDON et al., 1959). SG9R n&o possui os antigenos
somaticos caracteristicos da forma lisa de SG devido alteragbes em seus antigenos de
superficie e na conformagao de seus carboidratos terminais (LEE et al., 2005). Dessa
forma, a mudanga na estrutura da bactéria influenciou a viruléncia da cepa
(FEBERWEE et al., 2001a,b). WIGLEY et al. (2005) observaram que uma das formas
de atenuacgao da cepa SGIR é a diminui¢gao do periodo de vida da bactéria no figado e
no bago das aves.

Assim como SG9R, a cepa SG AcobSAcbiA, além de ser avirulenta para aves
(PAIVA et al., 2009), possui caracteristicas que a torna promissora para uma eficiente
vacina atenuada, como a auséncia de lesdes graves em 6rgaos e a possibilidade de
diferencia-la de outras cepas de SG (PENHA FILHO, 2009).

Contudo, programas de vacinagao nao substituem medidas gerais de controle e,
além disso, ha relatos de que mesmo a vacinacao utilizando a cepa 9R desencadeou o
quadro de tifo aviario (BERCHIERI JUNIOR & FREITAS NETO, 2009).
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IV. MATERIAL E METODOS

4.1 Preparagao dos mutantes e de SGNal"

A metodologia adotada seguiu os protocolos contidos no manual de técnicas de
biologia molecular do Molecular Cloning, volumes 1, 2 e 3 (SAMBROOK & RUSSEL,
2001). Os mutantes de SG contendo delegdo dupla (cobS e cbiA) e a delegcado de
apenas um dos genes (cobS) foram preparados conforme metodologia utilizada por
PAIVA et al. (2009).

A cepa de Salmonella enterica sorovar Gallinarum (SG) resistente ao acido
nalidixico (SGNal") foi preparada por BERCHIERI JUNIOR et al. (2001) no Laboratério
de Ornitopatologia do Departamento de Patologia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias - FCAV/UNESP - Campus de Jaboticabal.

4.2 Preparagao dos inéculos

As cepas bacterianas foram cultivadas em caldo Luria-Bertani (LB) (Invitrogen
12780-052) e incubadas a 37°C, durante 24 horas em agitacdo (100rpm). Uma amostra
de 0,1 mL de cada cultura foi diluida decimalmente em 0,9 mL solugao salina, pH 7,4
(PBS) na proporgéao de 1:10. De cada diluicao foi retirado 0,1mL, que era depositado
em placas contendo agar verde-brilhante (Oxoid CM0263) contendo novobiocina
(1ug/mL) e acido nalidixico (20 ug/mL) (VB Nal/Nov), que foram incubadas a 37°C/24h.
O numero de colbnias por mililitro de caldo LB foi transformado em logio para
apresentacdo dos resultados. Apos esse periodo, as culturas continham,

aproximadamente, concentracdes de 108 UFC/mL de indculo.
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4.3 Caracteristica das aves

Foram utilizadas 280 aves de linhagem comercial semi-pesada (vermelhas),
consideradas suscetiveis a bactéria Salmonella Gallinarum. No momento da chegada
foram colhidas amostras de sangue para exame sorologico (soroaglutinagao rapida em
lamina) e amostras de fezes das caixas de transporte para o exame bacteriolégico, de
acordo com as recomendac¢des de ZANCAN et al. (2000), das quais os resultados
foram negativos para Salmonella Gallinarum. Esses procedimentos foram necessarios
para se ter certeza da higidez das aves. As aves foram mantidas em isoladores,
ocupando baterias separadas de acordo com a categoria dos grupos, com aquecimento
elétrico até o 12° dia de vida, pois este € o tempo médio que a aves necessitam de
aquecimento extra, e receberam agua e ragao a vontade. Todos os dias, no periodo da
manh3, era feito o abastecimento dos cochos de ragdo e a retirada e limpeza dos
cochos de agua, sendo colocada agua limpa diariamente, além da retirada das fezes do

assoalho das baterias.

4.4 Procedimento experimental

As aves foram distribuidas, aleatoriamente, em quatro grupos experimentais:

Grupo 1 (n= 70): Aves inoculadas com S.Gallinarum Nal" AcobS/mL.

Grupo 2 (n=70): Aves inoculadas com S. Gallinarum Nal/mL.

Grupo 3 (n= 70): Aves inoculadas com S.Gallinarum Nal" AcobSAchiA/mL.

Grupo 4 (n=70): Aves ndo inoculadas (grupo controle).

Com excegao do grupo 4 (controle), os grupos receberam diretamente no papo
por meio de canula, um volume de 0,2 mL de suas respectivas cepas contendo
aproximadamente 10® UFC de SG/mL.

As aves foram desafiadas com cinco dias de idade e submetidas a eutanasia
para obtencdo das amostras de sangue e fragmentos de tecidos, de acordo com a
Tabela 1.
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Este trabalho foi aprovado pela comissao de ética e bem estar animal (CEBEA —
Protocolo n° 02666-08) devido ser necessario inocular cepas comprovadamente
nocivas as aves, bem como eutanasia-las nos dias de colheitas de material biolégico.

Tabela 1. Esquema das coletas de material biolégico dos grupos experimetais de aves
de postura de uma variedade vermelha expostas a infecgdo experimental por SGNal'AcobS
(G1), SGNal' (G2), SGNal'AcobSAcbiA (G3) e grupo controle (G4).

Colheitas de material N° de animais abatidos por momento

biolégico Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

24 horas antes da infecgao 10 10 10 10

24 horas apés a infecgao (PI) 10 10 10 10

3 dias PI 10 10 10 10

5 dias PI 10 10 10 10

7 dias PI 10 10 10 10

10 dias PI 5 1 10 10

15 dias PI * * 10 10

* = Auséncia de aves

4.5 Avaliagao clinica

As aves foram examinadas diariamente para avaliacdo de sinais clinicos e
registro de mortalidade, de acordo com recomendacdes de BERCHIERI JUNIOR et al.
(2000). O exame foi realizado no periodo da manha, durante 0 manejo cotidiano, e a

tarde.
4.6 Analises laboratoriais
Os exames laboratoriais foram realizados no Laboratério de Apoio a Pesquisa do

Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria e no Laboratério de Ornitopatologia do

Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV/UNESP - Campus de Jaboticabal.
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4.7 Colheita de sangue

As aves foram insensibilizadas e posteriormente submetidas a eutanasia,
obtendo-se amostras de sangue de vasos da regido cervical. Esse procedimento foi
realizado em todos os dias de colheita, ou seja, um dia antes e um, trés, cinco, sete,
dez e quinze dias apds a infeccdo experimental por S. Gallinarum Nal". Para a
realizacdo do hemograma foram obtidas amostras de sangue em frasco contendo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 10%, na proporcdo de 0,01 mL para 1,0 mL de
sangue. As amostras de sangue para o0s exames bioquimicos, inclusive do
proteinograma, foram coletadas em frascos sem anticoagulante; apds coagulagéo e
retracdo do coagulo em temperatura ambiente o soro sanguineo foi transferido para
novo tubo e centrifugado, separando-se completamente o soro, que é a fracdo de
interesse para as analises. O soro obtido foi transferido para tubos ependorf que foram

congelados até o momento das analises.

4.7.1 Hemograma

As contagens de hemacias e de leucdcitos foram realizadas em hemocitdmetro
de Neubauer; as células foram coradas conforme recomendagédo de NATT & HERRICK
(1952). Para a contagem diferencial de leucécitos foram preparados esfregacos
sanguineos, corados pelo método de Rosenfeld, de acordo com a técnica descrita por
LUCAS & JAMROZ (1961). O hematdcrito foi obtido pela técnica do microhematdcrito, a
determinacdo de hemoglobina foi realizada através da técnica da
cianometahemoglobina. Pelas formulas padronizadas foram calculados os seguintes
indices de W.introbe: hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) e volume corpuscular médio (VCM). Essas

mensuragdes foram feitas em cinco aves de cada grupo.
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4.7.2 Perfil bioquimico sérico

Foram determinados os teores séricos de fésforo (método de Daly e
Ertingshausen modificado), proteina total (método do biureto), albumina (método do
verde de bromocresol), triglicerideos (método enzimatico-Trinder), colesterol (método
enzimatico-Trinder), calcio total (método CPC), magnésio (método Labtest), creatinina
(método Labtest), gamaglutamiltransferase (GGT) (método de Szasz modificado),
aspartato aminotransferase (AST) (método cinética UF-IFCC), acido urico (método
enzimatico-Trinder) e fosfatase alcalina (método de Bowers e McComb), mediante
utilizacado de kits comerciais (Labtest). As leituras das amostras foram realizadas em
espectrofotdbmetro semi-automatico (Labquest), com luz de comprimento de onda
apropriado para cada teste.

Para o fracionamento protéico da eletroforese em gel de acrilamida contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) foi utilizada a técnica proposta por WEBER &
OSBORN (1969). Apos o fracionamento o gel foi corado durante 10 minutos em solucéo
de coomassie blue 0,25% e, posteriormente, colocado em solugdo de acido acético a
7% para retirar o excesso de corante, até que as fragoes protéicas se apresentassem
nitidas. As concentragcdes dessas proteinas foram determinadas em densitdmetro
computadorizado (Shimadzu CS9301, Téquio). Como referéncia foi utilizada solugao
marcadora (Sigma S8445) com diferentes pesos moleculares, além das proteinas

purificadas ceruloplasmina, haptoglobina, as-antitripsina, transferrina e IgG.

4.8 Exame bacteriolégico

O exame dos suabes de figado seguiu o modelo adotado por BERCHIERI
JUNIOR et al. (2001). Imediatamente apds a realizacdo dos suabes, esses eram
colocados em tubos contendo 2 mL de caldo selenito-novobiocina (SN).
Posteriormente, foram semeados em placas contendo agar verde-brilhante (Oxoid
CM0263) contendo acido nalidixico (25 ug/mL) e novobiocina (1 ug/mL). As placas e os

tubos foram incubados a 37°C, durante 24 horas. Na auséncia de crescimento no agar,
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o suabe foi novamente semeado em novas placas contendo agar verde-brilhante e

incubado nas mesmas condi¢des, sendo analisado apos 24 horas.

4.9 Exame macroscoépico

Depois de feitos a colheita de sangue e do suabe de figado, os 6rgaos das aves
eutanasiadas eram minuciosamente analisados, onde foram observados aspecto,
tamanho e coloracdo de cada 6rgao, sendo o objetivo encontrar lesbes condizentes

com a infecgdo por SG nos grupos infectados, tendo como parametro o grupo controle.

4.10 Exame histopatologico

Em cada momento de colheita foram obtidas amostras de figado, baco, timo,
bursa de Fabricius, coracio e rins de cinco aves de cada grupo, destinadas ao exame
histopatolégico. Os fragmentos desses tecidos foram imersos em solugdo de
formaldeido 4% tamponada em fosfato, com pH 7,2, na proporg¢ao liquido:fragmento de,
no minimo, 20:1. O processamento posterior das amostras para inclusdo em parafina
seguiu as recomendagdes de BEHMER et al. (1976). Os cortes foram corados pela
técnica da hematoxilina-eosina e examinados em microscopio binocular equipado com
sistema de fotomicrografia digital (NICKON ECLIPSE E200 + COOLPIX 5400).

4.11 Analise Estatistica

Para as analises estatisticas foi utilizado delineamento inteiramente casualisado
em esquema fatorial 4x7 (grupos e momentos pré e pds-infecgdo). Os dados foram
submetidos a analise de variancia pelo programa estatistico “Statistical Analisys
System” (SAS); no caso de diferenga significativa as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey (P<0,05).
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V. RESULTADOS

5.1 Avaliagao clinica

A partir do quarto dia apds a infecgédo, 11 aves do grupo 1 (G1) e 15 aves do
grupo 2 (G2) manisfestaram sinais clinicos da infec¢do por SG. Apresentavam-se
apaticas, encorujadas, ndo reativas ao estimulo além de diminuicdo de consumo de
racao e agua. O assoalho da gaiola indicava ocorréncia de diarréia com fezes pastosas,
de coloragdo amarelo-esverdeada, com presenca de sangue. O aspecto das fezes é
mostrado nas Figuras 1 e 2 e 0 aspecto clinico das aves no quinto dia apds a infecgao
apresenta-se nas Figuras 3 e 4. No quinto dia apds a infecgado notou-se morte de aves
do G2. No G1, constatou-se morte a partir do sexto dia apds a infeccdo. Como
mostrado na Tabela 2, devido as caracteristicas altamente patogénicas das cepas a
que as aves dos grupos 1 e 2 foram submetidas, morreram, ao todo, 15 aves do G1 e

19 aves do G2. N&o se constatou Obito de aves nos Grupos 3 e 4 (G3 e G4).

Tabela 2. Numero de mortes naturais de aves vermelhas expostas a infeccao
experimental por S. Gallinarum AcobS, Nal" e AcobSAcbiA nos 15 dias apds a
inoculagao.

Dias ap0s a inoculagao Total
Cepa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 15
SGAcobS o o o o o 4 2 4 3 2 - 15
SGNal' o o0 o o 66 7 o6 0 0 O - 19
SGAcobSAcbiA O 0 O O o0 O O O o0 o0 ©O 0
Controle o 0 0 0O O O O 0o 0o o o 0

- = auséncia de aves



Figura 1. Aspecto das fezes de aves do G1 no sétimo dia apds
a infeccdo mostrando coloracdo amarelo-esverdeada e
presenca de sangue.

s

Figura 2. Aspecto das fezes de aves do G2 no sétimo dia apés
a infeccdo com caracteristicas semelhantes as fezes de aves
do G1.

23
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Sy,

igura 3. Aspecto de aves do G1 no quino dia apds a infeccdo. A esquerda, nota-se
ave morta no lado inferior esquerdo e a frente ave em mau estado, que nao respondia

a estimulos. A direita, notam-se duas aves apaticas, encorujadas e com penas
erigadas, sinais tipicos de infecgdo por Salmonella Gallinarum.

Figura 4. Aspecto de.aves do G2 no quinto dia apds a infecgao.
Nota-se no lado inferior direito uma ave morta e a frente duas aves
com sintomas semelhantes as aves do G1.
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5.2 Hemograma

5.2.1 Eritrograma

Os resultados do eritrograma dos grupos experimentais sdo mostrados na
Tabela 3. As principais alteracdes do perfil eritrocitario foram verificados nas aves de
G1 e G2, evidenciando anemia nos estagios mais avancados da infeccdo, com
decréscimo dos valores de hemacias e do hematdcrito. Com relacdo aos indices
hematimétricos obtidos nas aves de G1 e G2 notou-se aumento significativo no valor da
hemoglobina corpuscular média (HCM) e na concentragao de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) no decorrer da infecgdo, enquanto o volume corpuscular médio (VCM)
se manteve sem alteragdo. Portanto as aves desenvolveram anemia normocitica
normocrémica. Com relagéo aos resultados obtidos nas aves do G3, com excegao de
discreta diminuigdo nos valores do VCM, os valores nao se alteraram, a semelhanga do

verificado no G4 (controle).
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Tabela 3. Média das contagens de hemacias, hematdcrito, teor de hemoglobina, volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragcdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) de aves de postura experimentalmente infectadas por Salmonella Gallinarum Nal',
AcobS e AcobSAcbiA.

Variavel Colheitas Grupos CV
1 2 3 4 %

Val. Referéncia 1 DAl 2,042 2,02° 1,95 2,14 12,4
1 DPI 2,20° 2,012 2,17 2,10 21,0
3 DPI 1,81 1,68 2,12 2,14 15,9
Hemacias/pL 5DPI 1,478 ,50%°®8 2,30% 2,22% 10,5
(x10°) 7 DPI 1,28® 1,89 %A 2,22"* 2,05* 14,2
10 DPI 1,27 1,288 2,10% 2,014 10,4
15 DPI - - 1,97 2,05 27,7

CV (%) 15,2 15,9 15,5 12,3
Val. Referéncia 1 DAI 31,4° 29,6° 31,0 29,8 13,4
1 DPI 27,2%® 28,7 26,4 26,0 17,3
3 DPI 19,6 °® 22,48 28,6% 295" 12,8
Hematécrito 5 DPI 9,4°%® 19,8 %8 29,04 26,8" 15,9
(%) 7 DPI 22,0°48 17,8°%8 27,448 28,8" 15,8
10 DPI 19,0 & 18,08 28,08 294" 15,4
15 DPI * * 29,0 28,0 7,20

CV (%) 11,9 16,0 17,6 16,8
Val. Referéncia 1 DAI 9,56 9,30 8,26 9,87 17,3
1 DPI 6,92° 6,16° 8,62 10,0 23,9
3 DPI 10,8° 10,1° 8,96 11,0 12,1
Hemoglobina 5 DPI 9,72%® 9,52% 9,50 12,8 19,2
(g/dL) 7 DPI 7,228 11,52 10,67 10,97 12,1
10 DPI 9,00 8 6,508 10,5* 9,92% 11,2
15 DPI * * 10,2 10,6 16,9

CV (%) 17 57 15,18 20,11 14,14
Val. Referéncia 1DAI 156 147 177° 140 17,8
1 DPI 127 140 125° 129 28,3
3DPI 109 134 137% 140 17,3
VCM 5DPI 131 132 128 121 18,0
(fL) 7 DPI 1674 105° 128 %048 14178 20,5
10 DPI 156 141 140 146 23,7
15 DPI * * 147 % 135 14,3

CV (%) 231 233 18,2 12,3
Val. Referéncia 1DAI 47 4° 46,77 42,7 44,0 21,3
1 DPI 49,5 30,48 33,3° 49,6% 28,3
3 DPI 59,8 60,4 435° 52,08 15,3
HCM 5 DPI 66,2 63,328 429" 58,178 20,0
(Pg) 7 DPI 54,7% 61,6° 49,1 53,1 18,3
10 DPI 71,4% 50,8 52,38 49,3° 9,87
15 DPI * * 52,0 51,7 15,5

CV (%) 23,8 15,6 24,6 16,2
Val. Referéncia 1DAI 30,8° 32,3% 31,3 324 22,8
1 DPI 31,928 23,54 34,2%8 39,6" 27,6
3 DPI 54,9% 4718 31,7° 37,35%¢ 16,5
CHCM 5 DPI 52,6 49,5 32,78 491" 25,5
(g/dL) 7 DPI 35,3%8 58,6 39,5° 38,3° 17,0
10 DPI 49,0%" 49,5 38,2°° 34,58 23,2
15 DPI * * 35,3 39,8 10,1

CV (%) 25,6 22,7 24,3 22,6

Médias seguidas por letras minusculas diferentes nas colunas ou por letras maiusculas diferentes nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey

(P<0,05).

1=Grupo desafiado oralmente com cultura de SGNaIrAcobS; 2=Grupo desafiado com cultura de SGNaIr; 3=Grupo desafiado com cultura de SGNaIrAcobSAcbiA;

4=Grupo nao desafiado (controle).

*= Grupos 1 e 2 — Auséncia de aves; CV= Coeficiente de variagdo; DAI= dia antes da inoculagédo; DPI= dias apds a inoculagéo; Val.= Valores
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5.2.2 Leucograma

Os resultados obtidos no leucograma sao apresentados na Tabela 4. A partir do
terceiro DPI, notou-se leucopenia em G1 e G2, seguida de leucocitose marcante no
sétimo DPI no G1, onde permanece severa leucocitose quando comparado ao dia
anterior a inoculagdo (DAI). No G2, a leucocitose teve seu pico no quinto DPI; apés
esse momento ocorreu declinio gradativo dos valores de leucécitos, que retornou a
contagem basal no décimo DPI.

A contagem diferencial mostrou inversdo da relacéo heterofilo:linfocito em aves
do G1, a partir do sétimo DPI, e no G2, a partir do quinto DPI, permanecendo assim até
o décimo DPI, dia em que as contagens de heterdfilos e linfécitos se equipararam
dentro dos respectivos grupos. Nas aves do G1, a contagem de heterdfilos dobrou no
sétimo DPIl; no G2, a contagem heterofilica quadruplicou no quinto DPI, em
comparagao com o DAI nos respectivos grupos. Quanto aos linfocitos, notaram-se
frequentes oscilagdes tanto em aves do G1 quanto naquelas do G2. As contagens
leucocitarias de G1 e G2 mostrando leucdcitos totais, heterdfilos e linfécitos estdo
evidenciadas na Figura 5. Apenas no G1 foram verificadas oscilagdes significativas nas
contagens de mondcitos, baséfilos e eosindfilos, porém, oscilagbes amenas. As

contagens das aves de G3 e G4 permaneceram normais para a especie.
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Tabela 4. Médias das contagens de leucdcitos, linfocitos, heteréfilos, monécitos, basdfilos e eosindfilos
de aves de postura de uma variedade vermelha experimentalmente infectadas por S. Gallinarum Nal',

AcobS e AcobSAcbiA.

Variavel Colheitas Grupos CV
1 2 3 4 %

Val. Referéncia 1 DAI 21 ,gdc 18,6‘; 18,7 18,8 14,4
1 DPI 9,3% 17,9 17,6 20,1 20,4
3DPI 15,0 9BC 12,6 20,4"8 24,24 21,4
Leucécitos/uL 5 DPI 11,09 37,1 19,85 17,95 25,2
(x 10°) 7 DPI 33,6 22,3°%% 20,7° 19,9° 18,0
10 DPI 44,1 19,08 21,88 21,3° 18,9
15 DPI - - 18,4 18,8 14,3

CV (%) % 17,8 20,0 17,9 17,7
Val. Referéncia 1 DAI 11,9° 11,02 10,33 9,91 16,9
1 DPI 8,72° 9,36° 9,36 10,30 19,0
3DPI 7,36 5,478 "8 9,807 13,134 17,9
Linfocitos/pL 5 DPI 8,24 °8 9,44 %" 9,97 9,26 " 26,0
(x 10°) 7 DPI 11,8° 7,37° 10,15 11,66 23,7
10 DPI 19,83 7,98 3¢ 12,598 11,755 17,1
15 DPI * * 10,19 10,53 19,4

CV (%) 16,1 20,5 18,3 244
Val. Referéncia 1 DAI 8,80b 6,91b 6,97 7,62 19,7
1DPI 8,90° 6,92° 7,35 8,32 23,3
3 DPI 6,788 6,118 9,85" 9,87" 18,6
Heteréfilos/uL 5 DPI 7,03 26,4%* 9,63° 7,62° 25,6
(x 10%) 7DPI 19,1%* 13,3 9,19%¢ 7,15° 22,4
10 DPI 19,97 9,698 8,148 8,585 19,9
15 DPI * * 7,59 7,25 22,6

CV (%) 17,2 24,2 16,8 22,0
Val. Referéncia 1 DAl 0,66 ° 0,39 0,77 0,65 16,3
1 DPI 0,32 0,45 0,85 0,80 25,9
3DPI 0,41 0,51 0,95 0,78 24,5
Monécitos/jL 5 DPI 0,27 bf 0,36ABB 0,51’8‘ 0,56’8‘ 22,5
(x 10%) 7DPI 0,19° 0,53 0,60 0,66 22,0
10 DPI 0,26 P4 0,46° 0,708 0,548 20,7
15 DPI * * 0,59 0,61 28,9

CV (%) % 32,4 39,6 29,4 27,7

Val. Referénci 1 DAI E

e A A
3DPI 0,188 0,3178 0,46" 0,34" 27,3
Basofilos/puL 5DPI 0,27b "8 0,208 0,24" 0,22" 29,2
(x 10%) 7DPI 0,40 0,36" 0,198 0,23% 15,6
10 DPI 0,39 0,29° 0,23° 0,24° 22,9
15 DPI * * 0,31 0,27 28,8

CV (%) 235 215 31,2 239
Val. Referéncia 1 DAI 0,28 0,23° 0,27" 0,22" 20,2
1 DPI 0,342 0,32 0,24 0,32 15,2
3DPI 0,25° 0,23 0,31 0,28 27,5
Eosinéfilos/uL 5 DPI 0,36 8 0,45" 0,438 0,27 13,6
(x 10%) 7DPI 0,492 0,35 0,59 0,69 23,8
10 DPI 0,463 0,38° 0,478 0,438 24,5
15 DPI * * 0,34 0,57 24,3

CV (%) 26,8 27,4 32,9 17,8

Médias seguidas por letras minusculas diferentes nas colunas ou por letras maiusculas diferentes nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey

(P<0,05).

r r r
1=Grupo desafiado oralmente com cultura de SGNal AcobS; 2=Grupo desafiado com cultura de SGNal ; 3=Grupo desafiado com cultura de SGNal AcobSAchiA;

4=Grupo néo desafiado (controle).

*= Grupos 1 e 2 — Auséncia de aves; CV= Coeficiente de variagdo; DAI= dia antes da inoculagédo; DPI= dias apds a inoculagéo; Val.= Valores
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Figura 5. Numero médio de leucécitos (LT), heterdfilos (HT) e linfocitos (LF) do grupo
de aves inoculadas com a cepa SGNal'AcobS (Grupo 1) e do grupo de aves inoculadas
com a cepa SGNal' (Grupo 2) 24 horas antes (1 DAI) e apds a infecgdo (1 DPI) e trés (3
DPI), cinco (5 DPI),sete (7 DPI) e dez (10 DPI) dias apds a infecgao.
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5.3 Perfil bioquimico sérico

Os dados apresentados nas Tabelas 5 e 6 mostram que as principais alteragdes
nos parametros bioquimicos séricos ocorreram nas aves de G1 e G2, com destaque
para a consideravel diminuicdo nos teores séricos de albumina, triglicerideos e
colesterol a partir do sétimo DPI, dia em que a concentragdo sérica de colesterol
diminuiu pela metade; as alteragbes dos teores de triglicerideos foram ainda mais
acentuadas, com valores reduzidos a um quarto em relagdo ao DAIl. Expressivas
alteragdes também ocorreram em aves de G1 e G2, nos teores séricos de magnésio e
calcio e das atividades das enzimas gamaglutamiltransferase (GGT) e aspartato
aminotransferase (AST), porém, com aumento das concentragdes séricas no decorrer
da infecgdo. Outros parametros bioquimicos como acido urico, creatinina e fosfatase
alcalina também tiveram alteragdes significativas, com constantes oscilagdes ao longo
do periodo experimental.

Quanto as aves do G3, os parametros que mostraram alteragdes significativas
foram calcio, acido urico e colesterol, com diminuigdo gradativa da concentragdo sérica
de acido urico a partir do décimo DPI e oscilagbes nas concentragdes séricas de calcio
e colesterol no decorrer do estudo. Os demais pardmetros mantiveram-se dentro da

normalidade a semelhanca do verificado no G4.
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Tabela 5. Médias dos teores séricos de albumina, magnésio, calcio, fésforo e acido urico de aves de
postura de uma variedade vermelha experimentalmente infectadas por S. Gallinarum Nal', AcobS e
AcobSAchiA.

Variavel Momento Grupos CcVv
1 2 3 4 %

Val. Referéncia 1 DAl 1,76 ° 1,72%® 1,51 1,96 29,2
1DPI 1,87 2 2,092 1,72 1,95 21,3
3DPI 1,94% 2,21 3¢ 1,70 1,70 25,7
Albumina 5DPI 2,373 1,318 1,6078 1,73%8 23,2
(g/dL) 7 DPI 1,18 B 1,11°8 1,548 1,65 25,5
10 DPI 0,91°8¢ 0,74 1,518 1,72* 18,9
15 DPI - - 1,80 1,76 21,8

CV (%) 20,9 227 29,2 17,5
Val. Referéncia 1 DAI 1,99° 2,02° 2,18 1,97 15,6
1 DPI 2,90 % 2,07° 2,08 2,29 35,4
3DPI 1,84° 2,18° 1,98 2,19 27,6
Magnésio 5 DPI 2,16° 1,84° 1,53 2,24 30,8
(mg/dL) 7 DPI 1,99° 1,97° 2,05 2,41 30,7
10 DPI 3,80 3,192 1,87° 2,078 21,5
15 DPI - - 1,83 1,95 16,6

CV (%) 25,8 30,1 28,9 246
Val. Referéncia 1 DAl 9,67 10,2 9,01 9,59 21,5
1DPI 8,61 10,8 %8 13,2 9,56 " 246
3 DPI 11,7 %A 11,34 12,234 8,585 8,80
Calcio 5 DPI 12,6 %A 11,778 8,13 9,28° 15,1
(mgldL) 7 DPI 12,54 12,34 9,72°# 9,838 14,4
10 DPI 13,43 12,178 8,33% 9,578 20,0
15 DPI - - 7,51° 8,33 23,5

CV (%) 252 16,1 12,4 17,8
Val. Referéncia 1 DAI 5,65°° 6,35"° 6,73" 7,11%° 17,5
1 DPI 7,84°%° 7,61 7,72 7,73 27,5
3DPI 6,26° 5,82 6,00 6,13 22,1
Fésforo 5 DPI 6,43° 5,87 7,08 7,47 29,5
(mg/dL) 7DPI 8,012 6,29 713 7,26 25,9
10 DPI 549°8 7,06" 5,908 8,06" 23,2
15 DPI * * 6,90 6,91 26,8

CV (%) 26,0 27,6 24,5 27,9
Val. Referéncia 1 DAI 8,70° 6,74° 8,20° 6,55 23,9
1DPI 7.42% 7,19° 7,53° 6,56 24,6
3DPI 6,16 % 7,43° 6,30 % 7,25 234
Acido Urico 5DPI 5,95 A8 4,96 °8 7,024 6,50° 21,0
(mgldL) 7DPI 6,65 5,94° 6,69 % 6,88 30,3
10 DPI 4,858 6,61 2" 4,50 7,72 24,1
15 DPI * * 5,45 A 6,485 16,4

CV (%) 28,8 346 23,1 28,9

Médias seguidas por letras minusculas diferentes nas colunas ou por letras mailsculas diferentes nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).

r r r
1=Grupo desafiado oralmente com cultura de SGNal AcobS; 2=Grupo desafiado com cultura de SGNal ; 3=Grupo desafiado com cultura de SGNal AcobSACbIA;
4=Grupo nao desafiado (controle).
*= Grupos 1 e 2 — Auséncia de aves; CV= Coeficiente de variacdo; DAI= dia antes da inoculagdo; DPI= dias apds a inoculagéo; Val.= Valores



Tabela 6. Médias dos teores séricos de colesterol, triglicerideos e creatinina e das atividades de fosfatase
alcalina (ALP), gama glutamiltransferase (GGT) e aspartato aminotransferase (AST) de aves de postura de uma
variedade vermelha experimentalmente infectadas por S. Gallinarum Nal’, AcobS e AcobSAcbiA.

Variavel Colheitas Grupos CcVv
1 2 3 4 %

Val. Referéncia 1 DAl 34872 360° 366 ° 360 20,2
1DPI 296 3" 23028 328 A 3024 18,1
3DPI 1788 1738 280 °* 307" 238
Colesterol 5 DPI 17208 241 "8 2745 3214 32,4
(mgldL) 7 DPI 1458 150 %8 401" 316" 26,1
10 DPI 1458 164 "B 2338 320" 20,8
15 DPI * * 286"° 289 18,1

CV (%) % 28,2 30,8 25,5 19,5
Val. Referéncia 1 DAI 1792 169 % 188 1497 17,8
1DPI 138 3B 1943 196" 169 A8 25,6
3DPI 96,88 91,708 170" 1893 20,1
Triglicerideos 5 DPI 71,28 728 141~ 146" 12,8
(mg/dL) 7 DPI 64,68 52,4 139# 153 207 26,6
10 DPI 46,8 40,8 1534 16337 20,4
15 DPI - - 177 131° 17,7

CV (%) 28,6 16,6 12,9 18,3
Val. Referéncia 1 DAI 0,22 0,19 0,26 0,23 17,2
1DPI 0,314 0,238 0,208 0,268 31,9
3DPI 0,26 0,27 0,24 0,24 13,1
Creatinina 5DPI 0,25 0,29 0,29 0,29 19,5
(mg/dL) 7DPI 0,24 0,25 0,26 0,30 14,6
10 DPI 0,26 0,20 0,27 0,23 17,3
15 DPI * * 0,27 0,22 10,4

CV (%) 14,9 17,7 15,2 18,8
Val. Referéncia 1 DAI 3.532% 3.615® 3.685 4.643 34,2
1 DPI 5.183% 5.130%" 3.562° 3.6948 26,3
3 DPI 2.280%8 .894 A8 3.547" 3.449" 29,1
ALP 5DPI 4.884 3" 3.867 "8 3.3878 3.356° 31,4
(U/L) 7 DPI 3.891 %A 4.066 A 3.062°8 3.478°8 25,3
10 DPI 2.076" 3.200"8 2.900"8 3.524% 29,2
15 DPI * * 3.739 2.997 17,9

CV (%) 26,9 27,2 18,4 22.4
Val. Referéncia 1 DAl 8,18° 7,65° 8,50 7,37 26,5
1DPI 7,658 8,418 6,88° 9,18" 33,1
3DPI ,0 %A 9,188 7,65° 9,94° 24,1
GGT 5 DPI 13,0 2018 16,1 2°A 8,88° 7,585 28,8
(UIL) 7 DPI 13,84 13,024 10,7 9,94° 25,9
10 DPI 18,428 22,9 9,88°¢ 9,94°¢ 32,9
15 DPI * * 9,94 7,65 30,6

CV (%) 17,3 23,9 27,5 30,8
Val. Referéncia 1 DAI 214° 197° 209 218 33,8
1DPI 177 °® 193° 22218 282" 27,8
3 DPI 281° 224 224 232 18,7
AST 5 DPI 302° 272" 247 261 18,6
(UnL) 7 DPI 466 ** 3880 205° 280°¢ 23,0
10 DPI 2528 3997 236° 256° 18,3
15 DPI * * 221 209 27,6

CV (%) 18,7 25,1 25,1 233

Médias seguidas por letras minusculas diferentes nas colunas ou por letras mailsculas diferentes nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey

(P<0,05).

r r r
1=Grupo desafiado oralmente com cultura de SGNal AcobS; 2=Grupo desafiado com cultura de SGNal ; 3=Grupo desafiado com cultura de SGNal AcobSAcbiA;

4=Grupo néo desafiado (controle).

*= Grupos 1 e 2 — Auséncia de aves; CV= Coeficiente de variagdo; DAI= dia antes da inoculagdo; DPI= dias apds a inoculagéo; Val.= Valores
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Nos tragados densitométricos das amostras de soro sanguineo dos grupos
experimentais, em eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
sédio (SDS-PAGE) foram constatadas 28 proteinas, cujos pesos moleculares (PM)
variaram de 222.000 a 16.000 daltons (Da). Na Tabela 13 sdo apresentadas as nove
proteinas consideradas mais relevantes ao estudo, ou seja, IgA (PM= 177.000 Da),
proteina de 99.000 Da, proteina de 90.000 Da, transferrina (PM= 81.500 Da), albumina
(PM= 63.000 Da), IgG de cadeia pesada (PM= 57.000 Da), haptoglobina (PM= 45.000
Da), IgG de cadeia leve (PM= 26500 Da) e proteina de 23.000 Da.

Nas aves de G1 e G2 as alteragcbes das fracbes protéicas foram mais
evidenciadas pela diminuigdo dos teores séricos de IgA, albumina, IgG de cadeia leve e
proteina de peso molecular 23.000 Da, e pela elevagdo dos teores séricos de
transferrina, haptoglobina e, particularmente, da proteina de peso molecular 90.000 Da,
cujo valor aumentou em até, aproximadamente, 30 vezes no quinto DPI, no G1, quando
comparado com o DAI. A cinética das imunoglobulinas IGA e IgG e das proteinas de
fase aguda haptoglobina, proteinas de 99.000 e 90.000 Da e de transferrina, sao
apresentadas nas Figuras 6 e 7.

No G3, algumas alteragbes significativas foram observadas durante o estudo,
como diminuigdo gradativa das concentragdes de transferrina e oscilagdes nos valores
de IgG de cadeia leve, com diminui¢do no segundo DPI, e retorno aos valores basais a

partir do quinto DPI (Figura 7).
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Tabela 7. Média e desvio-padrao dos teores séricos de proteina total (g/dL) e de nove fragdes protéicas (mg/dL)
obtidas por fracionamento em gel de acrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) de aves de postura
experimentalmente infectadas por S. Gallinarum Nal', AcobS e AcobSAcbiA.

Proteinas 1 DAl 1 DPI 3 DPI 5DPI 7 DPI 10 DPI 15 DPI
Proteina total V. Ref.

G1 3,240,5° 3,8+0,5° 3,5+0,9° 5,2+1,3 %" 3,0:0,9° 3,9+1,0 " *

G2 3,6£0,7 4,3+0,7° 4,0+0.9° 2,8+1,2 *® 3,1£0,8% 1,910,7 ® *

G3 3,6+0,5% 3,8+0,5° 3,4+0,6 ® 3,2+1,05%® 2,9+0,7° 3,0+0,4 ™4 3,240,8 %
G4 3,6£0,2 3,9+0,3° 3,9+0,7° 4,0£0,8 *® 3,7+0,8 *° 3,1+0,7 ™ 3,0+0,5°
IgA V. Ref.

G1 51,3+9,60 ° 56,5+15,3°F  61,4+18,9 ™  64,2+14,9 " 39,8+16,8 ® 31,6£17,5% *

G2 49,2+10,2 ° 63,5¢12,5%  582+14,9°°"  427+17,9°®  48,9+18,0° 26,1£9,3 *

G3 49,6+9,96 59,9+14,6 “° 52,4+155°5 52,8+19,9"° 459+14,2 8 54,0+12,3 8 51,1¢18,5
G4 60,2+13,1 61,2¢17,9* 68,2+246 " 55,4+16,2 © 49,2+19,1 * 63,3+16,6 " 62,1+11,6
99.000 Da V. Ref.

G1 31,8¢14,8¢  59,3+20,5°® 57,6+224°“"® 1464493 * 92,3+41,6 ™ 46,5+18,3 “® *

G2 39,1+15,1 ¢ 83,5+30,0*  87,3+28,8**  04,6+32,8%®  784+226°™ 533178 " *

G3 39,6£15,7 ° 551+23,3%  487+19,6°°®  44,6+17,9%°  374+121°®  37,8+12,6°° 38,4+14,5°
G4 39,1413,7 49,9+18 4° 50,8+25,8 ® 48,2+18,9 © 55,5+20,4 © 49,7+20,1 "8 37,4+8,43
90.000 Da V. Ref.

G1 6,76+1,08° 14,4475 °® 31,4152 * 214+42,3 ** 122+35,8 ™ 72,3+18,8 % *

G2 7,3242,41°  47,6217,3°*  47,3+17,7°*  150+38,3 *® 100£32,7 *®*  64,0+22,6 ™* *

G3 7,45+0,59 13,38,4° 12,9+5,7° 11,567,7 © 8,48+4,24 8 9,2740,65® 11,745,1
G4 8,03+3,86 11,6+6,3° 9,80+3,5° 10,8+8,54 © 11,245,77 ® 10,745,36 ° 8,29+2,76
Transferrina V. Ref.

G1 198+25,2 ¢ 235+38,9 1924284 %®  820+130,4**  593+119,8°%  308%54,0 **® *

G2 259+35,0 ° 417+70,7 ®*  330+63,1**  562+80,1 % 504+94,8 ** 486426 ** *

G3 212+49,1 ° 246+48,5 8 149+29,7 B 121+28,2 *° 108+20,5 *° 94,2+16,7 *° 117+19,9 &
G4 238+30,1 2324291 B 193+33,1 8 235+40,5 © 273+38,9 B° 269+44,1 B¢ 240+26,8"
Albumina V. Ref.

G1 1,70,3™ 1,9+0,3%"% 1,9+0,6 ™% 2,5+0,7 %" 1,240,4°% 0,85+0,3 *

G2 1,8+0,4%° 2,310,4 2,3+0,5* 1,240,5%® 1,5+0,4 °8 0,77£0,7 *

G3 1,90,3 1,840,2° 1,840,4° 1,9+0,6"° 2,0£0,4 1,8+0,2"* 1,840,5
G4 2,0+0,2 2,110,278 2,3+0,4" 2,410,5% 2,320,5% 2,0£0,4% 1,9+0,4
IgG P V. Ref.

G1 82,0+15,9 ° 86,5+15,4 ° 80,6+26,7 ° 88,2+21,5*" 1064258  44,7+176 ™" *

G2 73,1£13,0 ° 71,5+18,9 ° 77,4+185°%  49,3+14,9"° 86,0224 "  80,7+12,8 *

G3 74,7+18,1 66,4+14,3 88,9+20,5 75,9+17,8 8 86,4+19,8 © 78,9+12,5° 71,8£16,0
G4 80,9+20,7 83,5+27,7 89,3+31,0 89,4+22,1 " 102+£20,1 * 90,4+21,9* 85,6+13,1
Haptoglobina V. Ref.

G1 21,7+7,08 ° 31,049,07 *° 22,2+8,66 ° 82,2419,5*  58,0£21,2°*  36,7+19,7 **® *

G2 22,1+10,7 © 30,248,87 ™ 24,0+7,60 ° 48,2+16,6 ™ 57,1+15,7 " 76,0126 ** *

G3 22,7+8,77 ° 29,8+8,43 ° 26,8+9,8 19,048,15 %  12,9+4,52°®  14,146,53 °° 16,1£9,73 *
G4 19,1£11,2 17,147,67 19,248,39 14,8+7,81 ¢ 14,7+6,26 ° 13,745,7 ¢ 11,649,25
IgG L V. Ref.

G1 85,7+23,4%  52,7+20,0™®  31,1+16,3°®  42,3+17,6 " 28,0+8,6 °® 37,7+7,1 %8 *

G2 93,6+28,4°%  53,8+24,2%%  485+127°®  16,9+9,1 “C 30,5+9,0 *® 5,98+2,2 °© *

G3 84,6+18,6 ° 457+18,4"®  31,44+135°® 5384166  88,8+11,7%  91,9+7,74 % 85,0+6,59
G4 93,7422,4 108+27,2* 95,8+20,2* 82,7498 104+14,3* 96,7+8,65" 86,5+7,1
23.000 Da V. Ref.

G1 887+67,9* 835+83,0% 762+77,3% 744167,4%* 464+76,7 260+43,1°® *

G2 722+68,2°% 6551945 590+51,2%8 244+46,1 % 371+53,2"%8 230+42,6 *

G3 791+£105 759+78,1°* 775+75,6 " 708104 ** 619+55,8 690+69,4 ™ 691+78,5°
G4 786+51,4° 729+80,7 "8 613+63,4° 701+92,7% 694+87,5* 674+40,1 649+71,3

Médias seguidas por letras maiusculas diferentes nas colunas ou por letras mintisculas diferentes nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

r r r
1=Grupo desafiado oralmente com cultura de SGNal AcobS; 2=Grupo desafiado com cultura de SGNal ; 3=Grupo desafiado com cultura de SGNal AcobSAcbiA; 4=Grupo nao
desafiado (controle); *= Grupos 1 e 2 — Auséncia de aves; DAI= dia antes da inoculagdo; DPI= dias apds a inoculagdo; V. Ref.= Valores de referéncia; IgG P=IgG de cadeia

pesada; IgG L= IgG de cadeia leve
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Figura 6. Concentragdo sérica média de haptoglobina, das proteinas de 90.000 e
99.000Da e de transferrina em aves de postura de uma variedade vermelha
experimentalmente infectadas por SGNal'AcobS (G1), SGNal" (G2), SGAcobSAcbiA
(G3) e das aves do grupo controle (G4) 24 horas antes (1 DAI) e apds a infecgéo (1
DPI) e trés (3 DPI), cinco (5 DPI), sete (7 DPI), dez (10 DPI) e quinze (15 DPI) dias

apos a infeccgao.
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Figura 7. Concentracdo sérica média de IgA e IgG de cadeias pesada e leve em
aves de postura de uma variedade vermelha experimentalmente infectadas por
SGNal'AcobS (G1), SGNal" (G2), SGAcobSAchiA (G3) e das aves do grupo
controle (G4) 24 horas antes (1 DAI) e apos a infecgéao (1 DPI) e trés (3 DPI),
cinco (5 DPI), sete (7 DPI), dez (10 DPI) e quinze (15 DPI) dias apds a infecgéo.
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5.4 Exame bacteriolégico

Das aves submetidas aos exames hematolégico e histopatoldgico, ou seja,
cinco aves de cada grupo, também foram obtidos suabes de figado com intuito de ter
um controle individual da presenga de bactéria nesse 6rgao. Os resultados obtidos no
exame desses suabes de figado sdo apresentados na Tabela 2. A partir do terceiro dia
apos a inoculacao (DPI) todas as aves do G1 foram positivas, ou seja, apresentavam
bactéria no figado. As aves do G2, com excecao de duas delas no sétimo DPI, também
apresentaram positividade a partir do terceiro DPI. Nos suabes obtidos em aves do G3,
com excegao de uma delas no quinto DPI, os resultados foram negativos, o mesmo

ocorreu no G4 (controle).
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Tabela 8. Resultados dos exames de suabes obtidos do figado de aves de postura de uma
variedade vermelha expostas a infeccdo experimental por SGNal'AcobS, SGNal' e
SGNal'AcobSAcbiA.
Aves Colheitas Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

1 DAI - - - -

1 DAI - - - -

1 DAI - - - -

1 DAI - - - -

1 DAI - - - -

1 DPI - - - -

1 DPI - - - -

1 DPI - - - -

1 DPI
1 DPI
3 DPI
3 DPI
3 DPI
3 DPI
3 DPI
5 DPI
5 DPI
5 DPI
5 DPI
5 DPI
7 DPI
7 DPI
7 DPI
7 DPI
7 DPI
10 DPI
10 DPI
10 DPI
10 DPI
10 DPI
15 DPI
15 DPI
15 DPI
15 DPI
15 DPI - -

o+ + A+ |+ A+
+
1

4+
1
1

AR WON_L2AORON_L2AORON_L2A0O0RWODN_L2AAORODN_L2AORON_2AARWON-

0k ok ok k[ * * * ok F [+ 4+ 4+ A+ F[+ + + A+ F |+ + A+ + +|

* % * * %4+ 4+ + + 4|1
1
1

1=Grupo desafiado oralmente com cultura de SGNaIrAcobS; 2=Grupo desafiado com cultura de SGNaIr; 3=Grupo desafiado com
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5.5 Exame macroscoépico

As aves eram submetidas ao exame macroscopico para observacao de possiveis
leses. A partir do terceiro DPI, os érgédos de aves de G1 e G2 apresentavam
alteragdes principalmente no figado, onde se observou alteragdo de coloragdo, com
presenca de pontos necroticos esbranquigcados espalhados por todo 6rgao, além do
aumento de tamanho. As alteragcbes mais evidentes foram encontradas no quinto e
sétimo DPI, e as evidéncias macroscopicas mais relevantes foram observadas no
figado, bago e bursa de Fabricius, cujos detalhes s&o apresentados nas Figuras 8 a 11.

Nao foram observadas alteracbes macroscopicas em aves de G3 e G4.
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Figura 8. Aspecto macroscopico de aves no quinto dia apos a
infeccdo. A esquerda, uma ave do G3 apresentando figado
normal, sendo comparada com ave do G1, a direita,
mostrando figado com coloragdo alterada e aumento de
tamanho.

Figura 9. Aspecto macroscopico de bursa de Fabricius de
aves no sétimo dia apds a infeccdo mostrando atrofia do
orgao em aves de G1 e G2, quando comparado a aves de G3
e G4.
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Figura 10. Aspecto macroscopico das aves no sétimo dia apds a infecgéo
evidenciando o figado. No G1, o 6rgao apresenta-se com aumento de tamanho,
coloragdo amarelo-esverdeada e pontos necroticos esbranquicados espalhados por
todo parénquima e no G2 esta, da mesma forma, aumentado, com pontos necroéticos,
porém a coloragao € marrom ou bronzeada. Nas aves de G3 e G4, o 6érgéo encontra-se
sem alteracdes.
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Figura 11. Aspecto macroscépico de bagco de aves no
sétimo dia apds a infecgdo mostrando esplenomegalia
do 6rgao das aves de G1 e G2, quando comparado a
aves de G3 e G4.
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5.6 Exame histopatolégico

Alteragbes encontradas nos o6rgados das aves do quinto e sétimo DPI sao
apresentadas nas Figuras 12 a 15. A partir do terceiro DPI, notou-se no exame
microscopico dos 6rgaos das aves de G1 e G2, alteragcdes condizentes com a infecgao
por SG, e dentre os érgaos, o mais acometido foi o figado, que a partir do quinto DPI
apresentou necrose difundida por todo o parénquima nas aves de G1 e G2, que é uma
alteragao patologica irreversivel. Nas aves do G2, também no quinto DPI, encontrou-se
focos necroticos no figado, enquanto no G1, as lesbes necroticas apareceram no
sétimo DPI. Infiltrados heterofilicos, linfociticos ou ambos (infiltrado misto) apareceram
nos demais 6rgaos estudados, com énfase para o miocardio de aves do G1 no quinto
DPI, onde encontrou-se infiltrado inflamatdrio misto difuso.

Nos outros o6rgédos, ou seja, bursa de Fabricius, rins e timo, as reacdes
inflamatdrias foram mais amenas, destacando-se picnose no nucleo de algumas células
tubulares renais no décimo DPI de aves do G3, porém, esse processo pode ser
reversivel, ocorrendo em alguns casos iniciais de estresse, sendo que no 15° DPI, n&o
se encontrou alteragdes nas células tubulares renais nas aves do G3. No exame
histopatolégico, o processo de picnose foi a Unica alteragado encontrada nos 6rgaos das
aves do G3, que mostrou cortes histolégicos semelhantes a G4 (grupo controle), ou
seja, com auséncia de lesbes e integridade da arquitetura tecidual dos o&rgaos

estudados.
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Figura 12. Fotomicrografia de corte histolégico do figado de aves no quinto
dia apos a infecgdo. Observa-se, em ave do G1, infiltrado inflamatério e
degeneracgao hidrépica e em ave do G2, necrose multifocal com presencga
de infiltrado inflamatorio (setas). As aves de G3 e G4 n&o apresentam
alteragdes. (HE, Obj. 40x)

Figura 13. Fotomicrografia de corte histolégico do coragdo de aves no
quinto dia apds a infeccao. G1 e G2 apresentam infiltrado inflamatério
misto, com destaque para G1, onde se observa forte infiltrado inflamatdrio
(setas). As aves de G3 e G4 nao apresentam alteragdes (HE, Obj. 40x).
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Figura 14. Fotomicrografia de corte histolégico da bursa de Fabricius de
aves no sétimo dia apos a infecgcdo. Nas aves de G1 e G2 observa-se
infiltrado inflamatério (setas). As aves de G3 e G4 ndo apresentam
alteragdes. (HE, Obj. 40x)

Figura 15. Fotoicrgrafia de corte histoldégico . baco de aves o sétimo
dia apods a infeccdo. Nas aves de G1 e G2, observa-se necrose multifocal
(setas). As aves de G3 e G4 nao apresentam alteragdes. (HE, Obj. 40x).
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VI. DISCUSSAO

De forma geral, lotes de aves de produgdo acometidos por SG tém elevadas
taxas de morbidade e mortalidade. Segundo SHIVAPRASAD (2000), a relagao entre
morbidade e mortalidade depende da idade, nutricdo, manejo, nivel de estresse e com
a variedade dos lotes infectados. Com relacdo aos sinais clinicos, as aves infectadas
ficam apaticas, prostradas, deitam-se, param de se alimentar, apresentam diarréia
amarelo-esverdeada a esverdeada (SHIVAPRASAD, 2000; FREITAS NETO et al.,
2007; BERCHIERI JUNIOR & FREITAS NETO, 2009). As observacdes relatadas s&o
condizentes ao que ocorreu com G1 e G2 no presente trabalho, ou seja, com as aves
inoculadas com as cepas SGAcobS e SGNal' respectivamente, pois, conforme consta
na Tabela 1 houve consideravel mortalidade nesses dois grupos; da mesma forma, os
sinais clinicos apresentados nas Figuras 1 a 4 confirmam quadro semelhante ao
relatado acima, com fezes pastosas, de coloragdo amarelo-esverdeada e aves
apresentando-se apaticas, encorujadas, com redugdo do consumo de ragado e agua. No
entanto, as aves do G3, que foram inoculadas com a cepa SGAcobSAcbiA, nao
apresentaram mortalidade e nenhum tipo de sinal clinico, se comportando de maneira
semelhante ao grupo controle. Esses resultados corroboram com aqueles observados
por PAIVA et al. (2009) e PENHA FILHO (2009), que relatam auséncia de mortalidade
ou qualquer sintomatologia em aves infectadas por SGAcobSAchIA.

Com relacdo as alteragdes hematoldgicas, a ocorréncia de anemia € tipica de
infecgdes bacterianas como o tifo aviario, primeiramente devido a anemia da doenca
inflamatoria (ALENCAR et al., 2002) e posteriormente a anemia hemorragica
(STOCKHAM, 2000). A anemia nas aves pode ser causada por hemorragia, destruicao
das hemacias ou diminuicdo na sua producgdo. Certas infec¢des bacterianas como as
salmoneloses, podem causar anemia provocada pela destruicdo de hemacias
(CAMPBELL & DEIN, 1984). Estudos de BUXTON (1960) e ASSOKU et al. (1970)
mostraram que durante o curso da fase aguda da infeccdo por SG em galinhas, houve

severa anemia. O quadro de anemia foi observado em G1 e G2 nos estagios mais
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avangados da infeccdo, como mostra a Tabela 3, com decréscimo das contagens de
hemacias e do hematdcrito. Os valores normais para o VCM e o aumento nos valores
de HCM e CHCM classificaram a anemia encontrada em G1 e G2 em normocitica e
normocrémica. Com relagdo a diminuicdo da contagem de hemacias e no percentual de
hematdcrito, os resultados obtidos sao similares aos de varios autores (ASSOKU et al.,
1970; ALLAN & DUFFUS, 1971; POMEROQY & NAGARAJA, 1991; CHRISTENSEN et
al., 1996; CARDOSO et al., 2003; GARCIA et al., 2007b; FREITAS NETO et al., 2007)
porém, o tipo de anemia obtido (normocitica normocrémica) foi semelhante com
aqueles observados por FREITAS NETO et al. (2007), diferindo da anemia macrocitica
normocrémica encontrada por ASSOKU et al., (1970) e CARDOSO et al., (2003), e da
anemia microcitica normocrémica observada por CHRISTENSEN et al. (1996). Estas
diferengas poderiam ser explicadas pelo fato da patogénese do tifo aviario apresentar-
se de modo agudo, subagudo ou cronico, de acordo com a idade e variedade das aves
(FREITAS NETO et al.,, 2007), bem como o nivel de estresse em que 0s grupos
experimentais se encontram.

No G3, ocorreram discretas oscilagbes no volume corpuscular médio (VCM) no
decorrer da infecgdo, com tendéncia ao decréscimo, sendo que 24 horas apds a
infeccdo houve diminuigdo estatisticamente significativa do VCM, e apds esse
momento, os valores aumentaram, voltando a valores semelhantes ao encontrado no
DAI. Geralmente, a diminuicdo do VCM ocorre em anemias microciticas, que sao
provocadas principalmente por deficiéncia de ferro, que € componente essencial da
hemoglobina. Uma das hipdteses a que se pode chegar é que a multiplicacdo inicial de
SGAcobSAcbiA causou essa leve alteragdo hematoldgica no organismo das aves
devido o ferro ser nutriente essencial para replicacdo das salmonelas. No entanto foi
uma alteragdao branda e no inicio da infeccdo, pois ndo se constatou anemia nesse
grupo.

A contagem de leucdcitos € um indicador sensivel de doengas inflamatoérias
agudas. Desta maneira, o leucograma, quando bem interpretado, representa um valioso
dado para o entendimento da evolugdo de doencgas infecciosas. Neste estudo houve

decréscimo inicial na contagem de leucécitos até o terceiro DPI para o G2 e o quinto
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DPI para o G1 (Tabela 4 e Figura 5). Esse fato pode ter ocorrido devido ao efeito
citopatico dos lipopolissacarideos (LPS) de SG nos leucocitos das aves nos estagios
iniciais da infecgdo, causando lise celular. Em trabalho utilizando mistura de leucdcitos
e Salmonella Typhimurium, LAM & MUNN (2002) constataram alteragées na morfologia
dos leucdcitos e rapida diminuicdo em suas contagens, deduzindo que o contato com
LPS ocasionou degranulagao leucocitaria. No entanto, essa leucopenia inicial cedeu a
forte leucocitose em G1 e G2. Para o G1, a leucocitose se evidenciou no sétimo DPI e
se manteve, atingindo seu pico no décimo DPI, que foi o ultimo dia de colheita. Porém
esses resultados diferem do que se encontrou para o G2, que apresentou pico das
contagens de leucécitos no quinto DPI, porém ja no sétimo DPI, essas contagens ja
haviam regressado a valores similares ao DAI, com tendéncia a diminuigdo até o ultimo
dia de coleta (Figura 5). Contudo, é pouco provavel que essa diminui¢ao leucocitaria no
G2 seja devido a recuperacao das aves, pois de acordo com a Tabela 2, a mortalidade
no sétimo DPI deste grupo é alta. Devido a esses fatores, a hipétese mais plausivel
seria que a diminuigao ocorreu devido ao recrutamento excessivo de leucdcitos para os
sitios de invasdo bacteriana e que alguns dos 6rgaos responsaveis pela produgao e
armazenamento dessas linhagens celulares ja estariam comprometidos, como se
observa através das alteracbes na bursa de Fabricius e baco, nos exames
macroscopico e histopatolégico. Dessa forma o organismo infectado ndo consegue
repor, de maneira suficiente, novas células para o combate a infecgao.

Com relacédo a contagem diferencial de leucécitos, observou-se diferencas entre
G1 e G2, como se observa na Figura 5. Para o G1, a leucocitose foi observada a partir
do sétimo DPI, com aumento tanto de heterdfilos quanto de linfocitos, porém a
contagem do primeiro se sobressaiu a do segundo, havendo uma inversdo na relagéo
heterdfilo:linfécito até o décimo DPI, onde a contagem destes leucdcitos, embora ainda
estivessem aumentadas, se equipararam. Esses resultados s&o condizentes com
aqueles encontrados por FREITAS NETO et al., (2007) que, em infeccdo experimental
de aves por SG, encontraram leucopenia seguida de leucocitose devido a heterofilia.
Por outro lado, a leucocitose do G2 foi constatada a partir do quinto DPIl, como

consequéncia do aumento de heterdfilos, atingindo seu pico neste dia, com contagens
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quatro vezes superiores ao DAI, sendo que o aumento de linfécitos foi insignificante. A
inversao da relagao heterdfilo:linfécito ocorreu no terceiro DPI, permanecendo assim até
o décimo DPI, onde houve declinio da contagem de heterdfilos, que se aproximaram
aquelas do DAI e as contagens de linfécitos (Figura 5). O aumento do numero de
heterdfilos durante infecgao também foi relatado por ASSOKU et al. (1970), em cujo
trabalho cita-se leucocitose por aumento de cinco vezes a contagem normal de
heterdéfilos. Segundo MORGULIS (2002), geralmente a leucocitose se deve a heterofilia,
tendo como causa mais comum as infecgdes generalizadas ocasionadas por
microrganismos infecciosos, como as salmonelas. Os heterdfilos ndo possuem
especificidade para os antigenos, mas tém importante papel na fase aguda da infecgéo
(NORIEGA, 2000), migrando para o local de infeccdo em resposta a um estimulo
quimiotatico; sua principal fungdo é a fagocitose (MORGULIS, 2002). A hetercfilia
encontrada neste estudo para G1 e G2 pode ser decorrente do recrutamento de novas
células, devido a migragao dos heterdfilos circulantes para o local da lesdo. Esses
fatos evidenciam a resposta aguda do organismo no combate a infecgdo através do
aumento na producgao dos heterdfilos.

Com relagao aos linfécitos houve oscilacbes em G1 e G2. Nas aves do G1,
observou-se ligeira linfopenia no terceiro DPI e linfocitose no décimo DPI quando
comparados ao DAI. Ja nas aves do G2 constatou-se linfopenia no terceiro DPI, com
ligeiro aumento no quinto DPI, porém, permanecendo com contagens inferiores ao DA,
resultados semelhantes aos encontrados por ASSOKU et al. (1970), que pesquisando
infeccdo de aves por Salmonella, verificaram diminuicdo no numero de linfécitos. Por
outro lado, ALLAN & DUFFUS (1971) inocularam S. Gallinarum em aves e nao
constataram variagcbes no numero de linfocitos durante o desenvolvimento de tifo
aviario. Sabe-se que os linfécitos sdo células de defesa originadas tanto na medula
O6ssea quanto em o6rgaos linféides, como baco, timo, tonsilas cecais e bursa de
Fabricius. Trata-se de células que, em processos inflamatérios agudos, respondem a
mediadores inflamatdrios e passam da corrente circulatoria e tecidos linféides ao local
da inflamagdo, sendo que a intensidade da linfopenia reflete, muitas vezes, na
gravidade da resposta inflamatéria (FREITAS NETO et al., 2007). As alteragbes das



50

contagens de linfocitos constatadas principalmente no G2, onde se observou linfopenia,
pode ser explicada pela migracao dessas células para o local da lesdo ou pelo
comprometimento dos 6rgaos linféides, principalmente a bursa de Fabricius e baco,
como se pode observar nos exames macroscopico e histopatolégico, que nao liberaram
os tipos celulares ligados a resposta imune de forma rapida e eficiente.

As alteragdes observadas em mondcitos, basofilos e eosindfilos se restringiram
ao G1, que tiveram oscilagbes, porém sem relevancia, resultados similares aos
encontrados por outros autores (ALLAN & DUFFUS, 1971; CARDOSO et al., 2003).

Analisando a contagem leucocitaria num todo, observam-se respostas diferentes
das aves de G1 e G2 (Figura 5). Como o G1 foram as aves inoculadas com a cepa
mutante SGAcobS, esta pode estar utilizando mecanismos alternativos de infecgao,
fazendo com que seu comportamento seja diferente de cepas tipicas de SG, pois, de
acordo com TURNER et al. (2003) que estudaram mutantes de SG, Salmonella
Typhimurium (STM) e Salmonella Dublin (SD), observaram que essas bactérias
colonizaram o trato digestério de frangos e camundongos utilizando mecanismos
alternativos de invasao quando comparadas com suas respectivas cepas selvagens.

Com relagdo a G3, ndo se observou nenhum tipo de alteragao significativa nas
contagens de leucocitos no decorrer da infeccdo para este grupo, que apresentou
contagens semelhantes aquelas encontradas no G4 (controle).

A avaliacédo dos parametros bioquimicos séricos tem grande importancia no que
tange as atividades metabdlicas vitais que ocorrem nos fluidos corporais de animais
enfermos. Segundo KANEKO et al. (2009), a avaliagado dos exames bioquimicos do
soro sanguineo em animais permite diagnosticar precocemente quadros de
sintomatologia subclinica. Como mostra a Tabela 5, os grupos que mostraram maiores
alteragdes nos parametros bioquimicos séricos foram G1 e G2, no entanto, algumas
alteracées também foram encontradas no G3.

A albumina, sintetizada exclusivamente no figado, € a principal proteina
responsavel pela manutengdo da pressao oncotica do sangue. Também, atua como
transportadora de varias substancias presentes na circulagdo sanguinea. A

hipoalbuminemia pode ocorrer nos casos de insuficiéncia hepatica, desnutricao e
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disturbios gastrintestinais, dentre outras condicbées (MEYER et al., 1996). A partir do
sétimo DPI, iniciou-se reducdo dos niveis séricos de albumina em G1 e G2, atingindo
um nivel minimo no décimo DPI, onde os niveis séricos se reduziram a metade quando
comparados ao DAI. Resultados semelhantes foram encontrados por FREITAS NETO
et al., (2007) que observaram diminuicao de albumina em aves suscetiveis a infeccao
por SG. Esta redugao coincide com intensa degeneragcao hepatica, observada a partir
do quinto DPI nesses grupos, como se pode observar pelas Figuras 8, 10 e 12. Embora
a meia-vida sanguinea da albumina seja superior ao periodo do experimento em
questao, a diminuicdo do teor desta proteina pode ter sido decorrente de sua menor
sintese devido a insuficiéncia hepatica constatada.

O magnésio juntamente com o calcio, sdo importantes na manutencao do
potencial de membrana das células musculares e nervosas, bem como a adequada
excitabilidade da musculatura lisa. Inadequado aporte de magnésio predispde a atonia
muscular (CAMPANILE et al.,1996). De acordo com MARTIN (1998), a concentragao
sérica de calcio € mantida por mecanismos de absorcao intestinal e reabsorcao 6ssea e
renal. Esse mecanismo € controlado por paratorménio, calcitonina e 1,25-
diidroxicolicalciferol (KOCABAGLI et al., 1995). Porém, o equilibrio dessa concentragao
pode variar devido a varios fatores como idade, sexo, espécie, alimentagao, clima e
principalmente estresse. No presente estudo foi verificado aumento gradativo dos
teores séricos de magnésio e calcio em G1 e G2 e oscilagao das concentracdes séricas
de célcio no G3 no decorrer da infeccdo, quando comparados ao DAl e ao G4
(controle). Essas alteragdes podem estar relacionadas a disturbios nos tecidos renais
dos grupos citados que, apesar de ndo apresentarem lesdes significativas, essas
lesbes, mesmo que amenas, podem ter comprometido a adequada excrecido dos
eletrélitos, aumentando as concentracdes séricas dos mesmos.

O fésforo € componente fundamental de ossos, membranas celulares e fungbes
celulares. Apenas o G1 apresentou oscilagdes significativas para esse parametro, com
destaque para aumento no sétimo DPI seguido de diminuicdo no décimo DPI, com
concentragdo sérica semelhante ao DAI, como mostra a Tabela 5. E importante

ressaltar que a absorcdo desse mineral esta relacionada com a relagao calcio:fésforo
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da dieta. Assim, a oscilagcao dos valores de fésforo encontrada ao longo do experimento
no G1 pode estar relacionada a possivel desequilibrio na relacdo calcio e fésforo da
dieta, j4 que as aves ndo estavam se alimentando adequadamente, em razdo da
infecgao por SG.

Sendo o principal produto do metabolismo de nitrogénio, o acido urico é
responsavel pela excregéo, através da urina, de cerca de 60 a 80% do nitrogénio
excretado pelas aves (SCHIMIDT et al., 2007). As alteragbes mais relevantes de acido
urico foram encontradas em G1 e G3, com diminui¢do gradativa ao longo da infecgéo.
Segundo SCHIMIDT et al. (2007), o acido urico € sintetizado tanto no figado quanto nos
rins, portanto, a hipotese € que, para o G1, essa diminuicdo pode estar relacionada a
lesdo hepatica constatada a partir do quinto DPl e com relagdo ao G3, como a
diminuicao significativa foi observada a partir do décimo DPI, ela pode estar relacionada
a alteracdo renal, observada também no décimo DPI, relacionada ao processo de
picnose encontrado nas ceélulas tubulares renais, descrito no exame histopatolégico.

A avaliacdo das concentragdes séricas de triglicerideos e do colesterol é de
grande importancia na determinacdo do funcionamento de varias atividades
metabdlicas vitais. Os lipideos desempenham importantes fungdes no organismo
animal, desde a composi¢cao de membranas e outras estruturas celulares até a funcéao
de armazenamento de energia; também podem causar transtornos quando em alta
concentracado no sangue. As alteragdes significativas observadas nos niveis séricos de
colesterol mostraram diminuicdo de G1 e G2 e oscilagdes do G3 no decorrer da
infeccdo. Com relagdo aos niveis séricos de triglicerideos as alteracbes observadas
foram em G1 e G2, com declinio inicial no terceiro DPI, chegando a uma concentragéo
quatro vezes menor no décimo DPI, em relacdao ao DAl e o décimo DPI de G3 e G4,
como mostra a Tabela 6. Resultados similares foram encontrados por GARCIA et al.
(2007c), que observaram diminuicdo dos teores séricos de triglicerideos de modo
similar ao colesterol, na infeccdo de aves por SG. Esses resultados sao pertinentes,
pois além da diminuigdo da alimentagdo das aves, o metabolismo dos lipideos esta

comprometido devido a insuficiéncia hepatica constatada através dos exames
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macroscopico e histopatologico, ja que o figado tem papel fundamental no metabolismo
dos lipideos.

A creatinina é formada durante o metabolismo da musculatura esquelética
(MEYER et al., 1995) e, em animais com fung&o renal normal, ha relacéo direta entre a
massa muscular e a concentracao sérica desse catabdlito (KANEKO et al., 2009). Nao
foram observadas alteragdes significativas para a creatinina nos grupos experimentais.
O que se observou foi apenas diferenga entre os grupos 24 horas Pl, porém ja no
terceiro DPI nao foi averiguado mais nenhuma alteracédo entre grupos e momentos no
decorrer da infecgao para esse parametro.

A determinacdo das atividades das enzimas séricas permite avaliar a
funcionalidade de varios 6rgaos e tecidos. Exemplo de enzimas utilizadas como
indicadores de fungédo hepatica sao fosfatase alcalina (ALP), gamaglutamiltransferase
(GGT) e aspartato aminotransferase (AST). As alteragdes das atividades séricas dessas
enzimas se restringiram a G1 e G2. ALP é uma enzima de membrana encontrada em
varios tecidos, como 0ssos, epitélio hepatobiliar e placenta (MEYER et al., 1995). Os
valores séricos médios de ALP mostraram flutuagdes ao longo da infeccédo em G1 e G2,
que tiveram comportamento semelhante do inicio ao final do experimento. Tal fato pode
ser explicado pelas consideragdes de SCHIMIDT et al. (2007) que relatam atividade de
ALP nas aves em varios érgaos como rins, musculo cardiaco, musculo esquelético,
pulmdes e ossos. Portanto as oscilagdes das atividades de ALP constatadas em G1 e
G2 podem ter ocorrido devido a disfungdes de alguns desses 6rgaos, devido a infeccao
por SG, comprometendo a adequada atividade da enzima.

Alteragdes nas atividades séricas de GGT e AST podem estar associadas a
disturbios hepaticos, porém, suas atividades nao sao hepato-especificas, podendo estar
alteradas nas lesbes de outros érgdos como os rins. Com relagdo a GGT foi verificado
aumento significativo de suas atividades no decorrer da infecgao para G1 e G2, sendo
que praticamente dobrou e triplicou, respectivamente, em relagdo ao momento anterior
a infecgcdo, como pode se observar na Tabela 6. Com relacdo a AST, o destaque ficou
para o G2, que teve as atividades séricas dessa enzima dobrada, se comparada ao

momento anterior a infeccio, resultados condizentes com aqueles encontrados por
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FREITAS NETO et al. (2007), que também verificaram aumento de AST em aves
inoculadas por SG no decorrer da infeccdo. MEYER et al. (1995) observaram que GGT
€ uma enzima de membrana, sendo que suas atividades séricas podem estar
aumentadas ja no inicio de lesdo hepatica. Por outro lado, o aumento significativo das
atividades séricas de AST sugere lesao hepatica grave e difusa (KANEKO et al., 2009).
Portanto, de acordo com essas informagdes, observa-se que G2 adquiriu lesao
hepatica mais acentuada quando se compara a G1, pois além de apresentar maior
aumento de atividade sérica de GGT, as alteracbes de AST para G2 foram mais
significativas que para G1.

Em animais enfermos, a alteragdo da concentracdo sérica de proteina total (PT)
ira depender de como a doenga se manifesta no organismo, podendo aumentar nos
casos de resposta imunologica em que ha producdo de imunoglobulinas, ou diminuir
nos casos de déficit de producdo protéica. Para o G1, foi verificado aumento
significativo na concentragao sérica de PT no quinto DPI, porém, ja no sétimo DPI, os
valores retornaram a valores semelhantes ao momento anterior a infecgdo. Esse
aumento no quinto DPI do G1 é procedente, pois das nove proteinas apresentadas na
Tabela 7, sete delas estdo aumentadas em relagdo ao DAI, sendo que seis proteinas
apresentaram seu pico neste dia, com destaque para as proteinas de 90.000 e 99.000
Da, e transferrina, que tiveram seus valores aumentados em trinta, cinco e quatro
vezes, respectivamente, além da albumina, que foi a proteina de maior concentragcao
encontrada no soro sanguineo. Para o G2, observou-se decréscimo significativo no
décimo DPI. Esse decréscimo pode estar relacionado com a acentuada diminui¢cdo de
albumina neste momento, que esta reduzida pela metade e também da diminuigao
acentuada de IgG de cadeia leve, que se reduziu em 15 vezes em relagcdo ao momento
anterior a infecgao.

Uma boa protegdo contra as salmonelas requer tanto imunidade mediada por
células T quanto imunidade humoral (BERCHIERI JUNIOR & FREITAS NETO, 2009);
assim, nas infecgdes sistémicas por Salmonella a resposta humoral, caracterizada por
alto titulo de IgG, n&o elimina a bactéria do organismo sem que haja resposta imune

celular, mas é de fundamental importancia no processo de destruicdo bacteriana
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extracelular. Com relagédo a IgG de cadeia pesada, a unica alteragdo importante foi no
G1, onde verificou-se decréscimo significativo apenas no décimo DPI, com a
concentracéo de IgG se reduzindo a metade do DAI. No entanto a IgG de cadeia leve
mostrou decréscimo significativo em G1 e G2, sendo que para G2 os niveis séricos de
IgG tiveram acentuada diminuicdo, reduzindo em 15 vezes no décimo DPIl quando
comparado ao DAl (Tabela 7 e Figura 7). Esses resultados diferem daqueles
encontrados por GARCIA et al. (2009), que encontraram aumento de IgG em aves
infectadas por SG. Em aves, os 6rgaos linféides primarios, que sdo responsaveis pela
produgcdo, maturacio e diferenciacdo de linfocitos, sdo o timo e a bursa de Fabricius,
que produzem linfécitos T e B, respectivamente. No presente estudo, houve um maior
comprometimento da bursa de Fabricius, se comparada com o timo para G1 e G2,
como se observa nos exames macroscopico e histopatologico. Diante desse quadro,
uma explicagdo para a forte diminuicdo de IgG seriam irregularidades na producao,
maturagédo e/ou diferenciagcao dos linfécitos B na bursa de Fabricius, pois sao esses
linfécitos que se diferenciam em plasmacitos, dando origem a imunoglobulinas como as
1gGs.

Para G3, a cinética da IgG de cadeia leve apresentou diminuicéo significativa no
primeiro dia apds a inoculagao, retornando aos valores basais no sétimo DPI, e a partir
desse dia, manteve valores préximos aos do grupo controle. Como uma das principais
funcdes das IgGs é a opsonizagao das bactérias para melhor fagocitose pelo SFM,
pode ter ocorrido um forte recrutamento inicial para mobilizacdo dos antigenos. A partir
do terceiro DPI foi verificada recuperagcdo na concentragdo de IgGs nas aves do G3
(Figura 7). Esse fato mostra que esta havendo controle da infecgdo no organismo
devido a caracteristica avirulenta da cepa, pois, de acordo com PENHA FILHO (2009),
no estudo com a cepa SGAcobSAcbiA, a delegdo dos genes cobS e cbiA causou
transtornos metabdlicos que refletiram no comportamento da bactéria in vivo, pois o
autor observou crescimento e viruléncia deficientes, quando comparada a cepas
selvagens.

IgA é a principal imunoglobulina que atua no epitélio intestinal, reduzindo a

colonizacdo bacteriana no local. A penetracdo de Salmonella no epitélio intestinal é
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mediada pelo sistema de secrecgao tipo Ill, presente na ilha de patogenicidade 1 da
bactéria (DARWIN & MILLER, 1999). Segundo os autores, as proteinas secretadas por
esse sistema interagem com as células epiteliais, estimulando a produgéo de citocinas
pré-inflamatérias (IL-4 e IL-6), facilitando a infiltracdo de polimorfonucleares e induzindo
a producgao de IgA, sendo esta resposta inflamatdria intestinal de extrema importancia
no impedimento de infecgao sistémica.

Em G1 e G2, constatou-se que o teor sérico de IgA teve um decréscimo nos
estagios mais avancados da infeccdo (Tabela e Figura 7). Segundo WYANT et al.
(1999) a baixa resposta imune intestinal induzida por Salmonela Gallinarum ocorre
devido a auséncia de flagelo em sua superficie ja que tal estrutura representa potente
ativador da producdo de citocinas inflamatdrias nas mucosas que desencadeam
respostas que levariam ao aumento de IgA. Também, pode ser devido a mutagao no
invH, um dos genes que controlam o sistema de secrecgao tipo Ill, que é responsavel
por mediar a passagem da bactéria desde a luz intestinal até o interior das células
(ALTMEYER et al., 1993). E importante lembrar que a baixa resposta de IgA na mucosa
frente a infecgdo pode ser a causa de maior patogenicidade e, consequentemente, do
alto indice de 6bitos verificado neste estudo para G1 e G2 e nos casos naturais do tifo
aviario, pois o prejuizo a barreira da mucosa intestinal predispde a infecgéo sistémica e
consequentemente, a sinais clinicos e lesdes teciduais caracteristicas, principalmente
no figado, baco e coragdo (BERCHIERI JUNIOR & FREITAS NETO, 2009). No entanto,
aléem de nao haver resposta de IgA, houve decréscimo nas concentragdes dessa
imunoglobulina para G1 e G2 a partir do quinto e terceiro DPI, respectivamente. Tal fato
pode ser explicado por deficiéncia na producédo desta imunoglobulina, da mesma forma
que para IgG, como foi comentado anteriormente.

Proteinas de fase aguda (PFA) sdo aquelas sintetizadas pelo figado, que se
alteram na presenca de lesbes teciduais, tendo participacdo na reparacéo tecidual,
podendo ser positivas ou negativas quando aumentam ou diminuem, respectivamente.
Quanto a haptoglobina, é sabido que se trata de PFA positiva e as alteragdes
encontradas em G1 e G2 comprovam essa teoria, pois no G1 houve aumento, que

atingiu seu pico no quinto DPI, logo ap6s houve decréscimo no sétimo e décimo DPI,
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porém sem que voltasse aos valores do momento anterior a infecgdo. Esse decréscimo
pode estar relacionado a forte anemia encontrada no G1 também no sétimo e décimo
DPI (Tabela 3), ja que a principal fungédo da haptoglobina ¢é ligar-se a hemoglobina livre,
liberada pela destruicdo intravascular das hemacias causada pela anemia e, dessa
forma, diminuindo a concentragdo da PFA na circulagdo sanguinea. Outro fato
relevante seria o comprometimento hepatico constatado a partir do quinto DPI, pois as
PFAs s&o produzidas no figado e com isso, a produ¢do de haptoglobina ndo estaria
correspondendo a demanda. Porém, para G2, esse aumento foi gradativo e constante,
atingindo o pico no décimo DPI, como se observa na Tabela 7 e Figura 6. Resultados
semelhantes foram encontrados por GARCIA et al. (2009), que observaram aumento de
haptoglobina em aves infectadas por SG.

As proteinas de 99.000 e 90.000 Da, tiveram comportamento semelhante ao de
PFA positiva, com valores extremamente aumentados no decorrer da infeccédo em G1 e
G2, onde, no caso da proteina de 90.000 Da, esse aumento foi de 30 e 20 vezes, para
G1 e G2 respectivamente, no quinto DPI, quando comparados ao DAI. Segundo
SERRA (1997), esse aumento significativo & caracteristico de algumas PFAs, pois o
autor relata que PFAs como a proteina C reativa e substancia amiléide A, podem
aumentar milhares de vezes em resposta do organismo a uma injuria tecidual.

A transferrina, que, na presenca de lesao tecidual tende a diminuir no decorrer
da infeccdo, sendo uma PFA negativa, teve comportamento atipico em G1 e G2, se
comportando como PFA positiva, aumentando e atingindo seu pico no quinto DPI, e
decrescendo a partir deste momento. Esse fato pode ser explicado pela caracteristica
das salmonelas em consumir ferro, que € necessario para sua replicacdo, diminuindo as
concentragcbes de ferro livre. Sendo a fungdo da transferrina a de se ligar ao ferro,
carreando-o no plasma e no liquido extracelular para suprir as necessidades teciduais,
a diminuicao do ferro livre no plasma acarreta no aumento desta PFA. Porém, para G3,
as concentragdes de transferrina tiveram decréscimo gradativo, semelhante ao
encontrado por GARCIA et al. (2009), que também observaram decréscimo dessa PFA

na infeccao de aves por SG. A proteina de 23.000 Da teve comportamento de PFA
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negativa para G1 e G2, pois observou-se decréscimo gradativo ao longo da infecgéo
para esses grupos (Tabela 7).

Com relacédo a cinética das PFAs em G1 e G2 (Figura 6), observa-se que no
geral, tiveram seu pico no quinto DPI, tendo um decréscimo a partir desse momento.
Esse decréscimo pode estar relacionado com a disfungéo hepatica constatada nestes
dois grupos, que comega a se agravar no quinto DPI, como pode se observar nos
exames macroscopico e histopatoldgico, pois, como as PFAs s&o produzidas no figado,
o comprometimento do 6rgdo consequentemente pode ter afetado a producdo das
PFAs, que decresceram a partir deste momento.

Para o exame bacteriolégico, a Tabela 8 mostra que, a partir do terceiro DPI,
todas as aves do G1 foram positivas e que no G2 houve apenas duas aves negativas,
mostrando que o figado € um dos 6rgaos de multiplicacao de SG, principalmente dentro
de macrdéfagos hepaticos, ou células de Kupffer, pois de acordo com CHADFIELD et al.
(2003), os macréfagos sao uma das células de eleigao para multiplicagao de SG.

Para G3, a unica positividade foi encontrada no quinto DPI, mostrando que essa
cepa possui algum grau de multiplicagdo no figado, resultado condizente com PENHA
FILHO (2009), que também verificou presenca da cepa SGAcobSAcbiA no figado nos
estagios iniciais da infecgao.

As alteragdes encontradas no exame macroscopico a partir do terceiro DPI,
principalmente no figado, bago e bursa de Fabricius em G1 e G2 (Figuras 8 a 11),
evidencia quadro tipico de infecgdo por SG, coincidindo com resultados encontrados
por varios autores (ASSOKU et al., 1970; CHRISTENSEN et al., 1996; SHIVAPRASAD,
2000; BERCHIERI JUNIOR et al., 2000; FREITAS NETO et al., 2007; BERCHIERI
JUNIOR & FREITAS NETO, 2009), ressaltando que ndo foram encontradas lesées em
G3 e G4, que apresentaram érgéos com tamanho, coloragdo e aspecto normais.

Nos exames histopatoldgicos as alteracbes também se iniciaram a partir do
terceiro DPI, nas aves de G1 e G2 e dentre os 6rgaos, o mais acometido foi o figado,
que a partir do quinto DPI ja apresentava necrose multifocal no figado das aves de G1 e
G2, sendo alteragdo patologica irreversivel (Figura 12). HALL (1991) descreveu as

lesbes histopatolégicas observadas no figado durante a infecgdo por SG como uma
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degeneragao de hepatocitos ao redor das veias centro-lobulares. No G2, também no
quinto DPI, ja se encontravam focos necréticos no tecido esplénico, enquanto em G1,
as lesbes necréticas apareceram no sétimo DPI. Infiltrados inflamatérios foram
encontrados nos demais 6rgaos estudados, porém houve destaque para o coragéo de
ave do G1, que mostrou forte infiltrado no quinto DPI (Figura 13). SMITH (1955), em
estudo experimental com SG encontrou uma reagao celular proliferativa no coracgéo,
que adquiria o formato de massas nodulares brancas disseminadas através do
miocardio e essas alteragbes eram de carater celular e basicamente consistiam de
diferentes linhagens celulares como polimorfonucleares, fibroblastos, linfécitos e
monaocitos. Na bursa de Fabricius houve infiltrado relevante no sétimo DPI para G1 e
G2. Resultados semelhantes ao presente estudo foi encontrado por FREITAS NETO et
al. (2007), que, na infecgdo de SG em aves de postura, descreveram interessantes
alteracbes microscépicas no figado, coracdo e rins, dando destaque para necrose
multifocal e degeneracao hidrépica no figado e reagdes inflamatodrias difusas nos rins e
coragdo. GARCIA et al. (2007a), também encontraram lesdes histopatologicas
relevantes em aves infectadas por SG, porém as lesdes encontradas se restringiram ao
figado, bacgo e rins, sendo que o figado foi o 6rgdo mais acometido onde os autores
relatam necrose multifocal, megalocitose e degeneracéao hidrépica.

Para o G3, houve leve alteragao renal nas células tubulares do 6rgédo no décimo
DPI. E importante ressaltar que houve diminuicdo significativa de acido Urico para esse
grupo (Tabela 5) e que a maior diminuicdo foi justamente no décimo DPI, mostrando
que pode haver um comprometimento renal nesse momento no G3, ja que, segundo
SCHIMIDT et al. (2007), parte do acido urico é produzido nos rins.

As aves de G1 e G2, que foram inoculadas com as cepas SGAcobS e SGNal'
respectivamente, apresentaram, ao longo do experimento, alteragées condizentes com
a infeccdo por SG, com alteragcbes macroscopicas e histopatoldégicas muito
semelhantes. Entretanto, com relagdo as alteragbes hematoldgicas e bioquimicas, as
aves inoculadas com a cepa mutante, com dele¢cdo do gene cobS (SGAcobS), tiveram
algumas repostas diferentes das encontradas nas aves inoculadas pela cepa tipica de

SG (SGNal'), provavelmente porque a cepa mutante utiliza mecanismos alternativos de
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infeccdo devido a auséncia do gene cobS, pois, segundo RICHARDSON (2000), faz
parte da habilidade da bactéria, para superar as adversidades ambientais, alteragao da
composi¢ao do seu sistema respiratorio.

Com relacdo as aves do G3, ou seja, aquelas inoculadas com SGAcobSAcbIA,
tiveram comportamento muito semelhante ao grupo controle (G4), principalmente na
avaliacdo clinica, nas contagens de leucdcitos e nos exames macroscopico e
histopatolégico, com excecdo da picnose encontrada nas células tubulares renais.
Entretanto, foram encontradas alteragbes no eritrograma e nos exames bioquimicos,
com destaque para alteragdes renais, devido a diminuicdo gradativa dos teores séricos
de acido urico, as alteragdes na produgdao de IgG, e também, alguma alteragao
hepatica, ja que houve alteragbes em componentes produzidos pelo 6rgao, que foram
oscilagdes nos teores séricos de colesterol, e diminuicdo de transferrina no decorrer da
infecgao. Essas alteragdes, mesmo que amenas, devem ser levadas em consideragao,
ja que o objetivo principal do presente trabalho foi verificar possiveis alteragbes
causadas por esta cepa de delegcdo dupla. Diante do que foi relatado, seriam
necessarios novos estudos nesta linha de pesquisa para a cepa em questao,
mostrando qual seria o limiar dessas altera¢gdes no que diz respeito ao desempenho e
saude de aves vacinadas com a cepa SGAcobSAcbiA, pois a necessidade do mercado
sado vacinas que interfiram o minimo possivel no desempenho e sanidade do plantel

avicola.
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VII. CONCLUSOES

Dentro das condi¢cdes em que foi realizado o presente trabalho, concluiu-se que:

- As aves inoculadas com a cepa SGAcobS tiveram comportamento semelhante as
aves inoculadas por SGNal', ou seja, apresentaram quadro tipico da infecgdo por SG no
que tange aos sinais clinicos, mortalidade e nos exames macroscopico e
histopatolégico, porém com algumas respostas diferentes nos exames hematolégicos e

bioquimicos.

- Os o6rgaos que apresentaram maior comprometimento nas aves inoculadas com

SGAcobS e SGNal" foram o figado, o bago, a bursa de Fabricius e o coragéo.

- As aves inoculadas com a cepa SGAcobSAcbiA tiveram comportamento semelhante
ao grupo controle, com auséncia de sinais clinicos e mortalidade, entretanto foi
verificado lesdes brandas nos rins e alteracbes nos parametros bioquimicos calcio,

acido urico, colesterol, transferrina e 1IgG de cadeia leve.

- Estudos futuros devem ser realizados com a cepa SGAcobSAcbiA, verificando se as
alteragdes constatadas no presente trabalho nao interferem, de alguma forma, no

desempenho de aves vacinadas com a cepa em questao.
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