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ABSTRACT.- Pickler L., Hayashi R.M., Lourenco M.C., Miglino L.B., Caron L.F, Beirao B.C.B,,
Silva A.VE. & Santin E. 2012. [Microbiology, histology and immunology evaluation of
broiler chickens challenged against Salmonella Enteritidis and Minnesota and treat-
ed with organic acids.] Avaliagdo microbiolégica, histoldgica e imunoldgica de frangos de
corte desafiados com Salmonella Enteritidis e Minnesota e tratados com acidos organicos.
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Two experiments were carried out to evaluate effectiveness of organic acids against Sal-
monella enterica enterica serovars Enteritidis (SE) and Minnesota (SM) in broilers. In the
first experiment three treatments were evaluated: T1 - feeding with organic acids, T2 - fee-
ding with organic acids and organic acids in drink water, and T3 - control group. All animals
were oral challenged with SE. Organic acids in diet (T1) and organic acids in diet and drink
water (T2) reduced the shadding of Salmonella in crop and cecum 7 days post challenged
with SE and reduced the CD3+ cells in jejunal mucosa of broilers. In the second experiment
four treatments were evaluated, T1 - control group, T2 - control group oral challenged with
Salmonella Minnesota (SM); T3 - oral challenged animals with SM and treated with organic
acids in diet; T4 - oral challenged animals with SM and treated with organic acids in diet
and in drink water. Organic acids in diet (T3) and organic acids in diet and in drink water
(T4) reduced the shadding of SM in crop of challenged broilers, 7 days post inoculation The

use of organic acids in diet and in water was more effective to control SE than SM.

INDEX TERMS: Goblet cells, CD3+ cells, flow citometric, imunohistochemistry.

RESUMO.- Dois experimentos foram desenvolvidos para
avaliar a eficiéncia de acidos organicos frente a Salmo-
nella enterica enterica sorovar Enteritidis (SE) e Minne-
sota (SM) em frangos. No primeiro experimento foram
avaliados 3 tratamentos: T1 - racdo adicionada de acido
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organico, T2 - racdo adicionada de &cido organico e acido
organico na agua de bebida, T3 - grupo controle. Todos os
animais foram inoculados com SE, via oral. A utilizacdo de
acidos organicos na ragao (T1) e na ra¢do e na agua (T2)
diminuiram a excre¢do de Salmonella no papo e no ceco
7 dias pds inoculagido com SE e houve reducio de células
CD3+ no jejuno dos frangos. No segundo experimento fo-
ram avaliados 4 tratamentos sendo T1 - controle, T2 - con-
trole inoculado via oral com Salmonella Minnesota (SM),
T3 - animais inoculados via oral com SM e acidos organi-
cos na racdo e T4 - animais inoculados via oral com SM e
acidos organicos na racdo e na agua de bebida. Acidos or-
ganicos a racdo (T3) e na ragdo e na agua (T4) reduziram
a excrecdo de SM em papo de frangos de corte desafiados,
7 dias ap6s inoculacdo. O uso de acidos organicos na racao
e na ragao e na agua foram mais eficientes em reduzir SE
do que SM.
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TERMOS DE INDEXAGAO: Células caliciformes, células CD3+; cito-
metria de fluxo; imuno-histoquimica.

INTRODUCAO

A Salmonelose é uma enfermidade de importancia mundial
que preocupa as autoridades sanitarias e se constitui em
importante barreira ao comércio internacional de alimen-
tos devido seu potencial zoonético. A ampla distribuicdo de
Salmonella entre os animais e sua capacidade de sobreviver
por longos periodos no meio ambiente contribuem para
seu destacado papel em saide publica (Butaye et al. 2003).
O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae
e compreende as espécies S. enterica e S. bongori; a espécie
S. enterica alberga as linhagens patogénicas distribuidas
em seis subespécies e 2.564 sorovares, todas patogénicas
ao homem (Bopp et al. 2003) onde incluem-se a Salmonella
enterica enterica sorovar Enteritidis (SE) e a Salmonella en-
terica enterica sorovar Minnesota (SM).

No periodo de 1996 a 2006, nos Estados Unidos, foram
diagnosticados 75.058 casos de S. Typhimurium; 69.547
casos de S. Enteritidis e 340 casos de S. Minnesota em seres
humanos (Centers of Disease Control, 2008). A Salmonella
Enteritidis e a Salmonella Typhimurium também sdo os
sorovares mais frequentemente isolados em produtos de
origem avicola, porém, atualmente, outros sorovares estdo
sendo isolados, dentre eles o Minnesota. E verdade, que,
devido ao mecanismo de exclusdo competitiva, alguns so-
rovares podem ser mais eficientes que outros em seu esta-
belecimento dentro da microbiota dos animais e que, uma
vez estes sendo controlados, outros sorovares comegam a
ser mais freqiientemente isolados. Por outro lado, ainda
ndo é possivel afirmar se os atuais métodos de controle de
salmonelose em frangos sdo realmente efetivos contra to-
dos os sorovares identificados.

Um dos métodos atuais de controle da salmonelose em
frangos é a adicdo de acidos organicos na ragdo e na agua
dos animais. Como grupo quimico, os acidos organicos sdo
considerados como sendo qualquer substancia de estrutu-
ra geral R-COOH, gerando grupos de compostos relaciona-
dos, conhecidos como derivados dos acidos carboxilicos,
como os aminoacidos, acidos graxos, coenzimas e meta-
boélitos intermediarios (Solomon & Fhyhle, 2002). Aqueles
associados com atividade antimicrobiana sio os acidos gra-
x0s de cadeia curta, tanto monocarboxilicos, como férmi-
co, acético, propidnico e o butirico ou carboxilados com o
grupo hidroxila como latico, malico, tartarico e o citrico. O
principal mecanismo de a¢do dos 4cidos seria devido a re-
ducdo do pH no interior da célula bacteriana, o que levaria
a atividade antimicrobiana (Cherrington et al. 1991, Roth &
Kirchgessner, 1998). De acordo com provavel mecanismo,
a forma nao dissociada do 4acido seria lipossoltvel e nes-
sa forma teria capacidade de atravessar de forma passiva
a membrana celular. No interior da célula, o acido se dis-
sociaria alterando o pH citoplasmatico, modificando o gra-
diente de prétons e a carga elétrica com o exterior celular.
Isso interferiria no sistema de transporte de aminoacidos
e fosfatos além de inativar enzimas (Russel, 1992). Outra
consequéncia seria o aumento da pressdo osmética celular
devido aos mecanismos de compensacido de carga elétrica
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aumentando os niveis de s6dio, potassio ou glutamato e a
forga ionica intracelular, provocando um aumento da pres-
sdo mecanica sobre a parede do microorganismo, o que fa-
ria com que essa se rompesse (Russel 1992). Entretanto,
outros autores (Stratford et al. 2009) demonstraram que
nem todos os acidos organicos necessitam reduzir o pH no
citoplasma para exercer sua atividade antimicrobiana. Por
exemplo, no caso do acido sérbico, observa-se que concen-
tracdes inibitdrias deste acido ndo reduzem o pH citoplas-
matico e acredita-se que a membrana citoplasmatica seja o
primeiro sitio de acdo deste acido. A lesdo da membrana, a
perda da sua integridade e o aumento a permeabilidade a
prétons causariam a morte do microorganismo.

O objetivo do presente estudo foi conhecer e avaliar a
capacidade de reducdo de Salmonella com o uso de acidos
organicos via ragdo e via ra¢do e dgua em aves desafiadas
com Salmonella enterica enterica sorovar Enteritidis (SE) e
sorovar Minnesota (SM).

MATERIAL E METODOS

Foram desenvolvidos dois experimentos sendo o Experimento 1
com animais inoculados via oral com Salmonella Enteritidis (SE)
na concentragdo 10° UFC/mL e o Experimento 2 com animais ino-
culados via oral com Salmonella Minnesota (SM) na concentragdo
108 UFC/mL. Toda metodologia de estudo foi avaliada e aprovada
pelo Comité de Etica em experimentacdo animal do Setor de Cién-
cias Agrarias da Universidade Federal do Parana com protocolo
numero 008/2009.

Experimento 1

Animais, dietas e ambiente. Foram alojados 180 frangos de
corte distribuidas em 3 tratamentos, com 4 repeticdes de 15 ani-
mais cada em delineamento experimental inteiramente casuali-
zado, sendo T1 - ragdo adicionada de acidos organicos (mistura
comercial Neoacid® - 4cido latico - 140g/kg - acido fumarico -
45g/kg - 4cido citrico - 50g/kg - acido férmico - 100g/kg) (2kg/
ton), T2 - ragdo adicionada de acidos organicos (2kg/ton) e aci-
dos organicos na agua de bebida (Acidificante Soltivel Sanex®,
composto de acido fumdrico - 270g/kg e acido citrico - 280g/kg)
(120g/1000L) durante 5 dias ap6s inoculacdo com SE e T3 - gru-
po controle inoculado com SE, sem adi¢cdo de acidos organicos na
racdo ou na agua. Os produtos adicionados na ragdo e na agua das
aves foram fornecidos de acordo com recomendagdes do fabrican-
te.

Os animais dos tratamentos 1 e 2 receberam a mistura comer-
cial de cidos orgdnicos naragdo desde o primeiro até o tltimo dia
de vida. E os animais do tratamento 2 passaram a receber o acido
orgdnico na agua de bebida, 24h apds a inoculagdo com SE, por
um periodo de 5 dias.

As aves foram mantidas do 12 ao 212 dia de vida em tempe-
ratura ideal de conforto para a idade das aves, com fornecimento
de 4dgua e ragdo a vontade, sendo alimentadas com ragdo balance-
ada em niveis iguais ou superiores recomendados pelo National
Research Council (NRC 1994), sem presenca de coccidiostatico e
promotores de crescimento. Foram alojados em baterias experi-
mentais em mesma sala experimental sem a presenca de um gru-
po controle nio inoculado.

Desempenho zootécnico. Para avaliagio do desempenho
zootécnico, do 12 ao 212 dia de vida, as aves, a ragdo fornecida e
as sobras foram pesadas para calculo da ragdo consumida, ganho
de peso e conversao alimentar, a qual foi calculada dividindo-se a
racdo consumida pelo ganho de peso das aves. As aves que mor-
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reram também foram pesadas para correc¢do do ganho de peso e
conversdo alimentar.

Cepa e inoculagao. Para o preparo do in6culo, uma coldnia
pura de Salmonella Enteritidis foi retirada do Agar estoque e in-
cubada em solugido de BHI (Brain Heart Infusion) por 24h a 37°C.
Em seguida, semeou-se com swab esta solugdo em uma placa de
Agar Mueller Hinton por 24h a 37°C. A seguir a placa foi lavada,
com solucdo de NaCl 0,85% esterilizada. A cultura bacteriana foi
diluida seriadamente (1:10), também em solu¢do NaCl esteriliza-
da, até que se alcancasse a concentracdo correspondente a escala
0,5 de MacFarland, a qual corresponde a concentragio de 10®de
UFC (Unidades Formadoras de Colonias) de Salmonella Enteriti-
dis/mL. Foram realizadas dilui¢des seriadas em tubos contendo
9 mL de NaCl 0,85% esterilizada até atingir a concentragdo de
10° UFC/mL. Cada uma das dilui¢des foi semeada em PCA (Plate
Count Agar, Oxoid®) para contagem de colonias.

Aos 14 dias de idade todos os animais foram inoculados com
1mL de solugdo de Salmonella Enteritidis na concentracio de 10°
UFC/mL via oral.

Analise microbiolégica. Foram realizados swabs de cloaca
de todos os animais, 48 horas apds inoculagdo com SE sendo 3
grupos de 5 animais por repeti¢cdo (12 amostras por tratamento),
para andlise de contagem de Salmonella. No 212 dia de idade as
aves foram eutanasiadas e necropsiadas, onde coletaram-se as-
septicamente, fragmentos de papo e ceco (aproximadamente 10g
de 6rgao e contetido) de 3 animais por repeti¢do (12 amostras por
tratamento), para andlise de contagem de Salmonelia.

Para realizacdo do procedimento de contagem de Salmonella
os swabs de cloaca, os papos e os cecos foram macerados e dilui-
dos em 4gua peptonada 2% em propor¢do de 1:9 (1g de fragmento
para 9mL de agua peptonada). Retirou-se 1mL da solugio inicial
de 4gua peptonada 2% que foi pipetado no tubo contendo 9mL
de agua peptonada 0,1% e assim sucessivamente, até a diluicdo
1073, Posteriormente, retirou-se 100puL de cada diluigdo que foram
dispensados em placas em duplicata em meio XLD (Xilose Lisina
Desoxicolato, Ox0id®), espalhando-se o liquido pela superficie da
placa com uma alga de vidro. As placas foram incubadas em estufa
regulada a 35°C por 24h e submetidas a posterior contagem das
col6nias tipicas que foram submetidas a sorologia, com soro Po-
livalente, para confirmagao e enviadas ao Instituto Oswaldo Cruz
para tipificagdo (adaptado de Desmidt et al. 1998).

A solugdo inicial de agua peptonada 2% foi incubada a 35°C
por 24h. Apés esse periodo, transferiram-se 100uL da solugdo
inicial para tubos com 10mL de caldo Rappaport-Vassiliadis e in-
cubou-se em estufa 42°C por 24h, para confirmacgio da presenga/
auséncia de Salmonella.

Os resultados das contagens de coldnias foram realizados de
acordo com Procedimentos de Contagem de Coldnia de acordo
com a Normativa n?62 publicada em 26 de agosto de 2003 (Bra-
sil, MAPA).

Necropsia. Aos 21 dias de idade, 3 animais de cada repeticao
(12 por tratamento) foram eutanasiadas por deslocamento cervi-
cal e necropsiados para coleta de forma asséptica de papo e ceco
para analise microbioldgica. Também foram coletados fragmentos
de duodeno, jejuno, ileo e ceco em formalina tamponada a 10%
para avaliacdo histolégica, morfométrica e imuno-histoquimica.

Histopatologia e morfologia intestinal. As amostras de
duodeno, jejuno, ileo e ceco foram processadas rotineiramente
para histologia e coradas com Alcian Blue para contagem de cé-
lulas caliciformes, de acordo com Smirnov et al. (2006). As vari-
aveis avaliadas nos intestinos foram altura de vilo, profundidade
de criptas, relagdo vilo/cripta e contagem de células caliciformes,
com leitura de 20 vilos por tratamento em aumento de 40x. As
analises morfométricas do epitélio intestinal foram feitas em mi-

croscopia de luz em sistema de captura de imagens acoplado a
microscopio 6ptico.

Imuno-histoquimica. As se¢oes de intestino para imuno-
-histoquimica foram desparafinadas em estufa a 60°C por 10 mi-
nutos e re-hidratadas em xilol e alcool. A recuperagdo antigénica
foi realizada com Tampao Citrato pH 6,0 em banho-maria 100°C
por 20 minutos com bloqueio da peroxidase endégena com pe-
réxido de hidrogénio a 3% e proteina bloqueadora, por 8 e 5 mi-
nutos, respectivamente. O anticorpo primario utilizado foi o anti-
-CD3, diluido 1:700 por 90 minutos. Para detec¢do da reagdo foi
utilizado anticorpos secundarios anti-coelho e anti-camundongo
em um mesmo sistema de amplificacdo, kit ADVANCE®, por 40
minutos, utilizando-se, para revela¢do, um cromoégeno, kit DAB®,
por 5 minutos. A contra-coloragdo foi realizada com hematoxili-
na por 5 minutos apés a desidratagdo e montagem das laminas
sinalizadas.

As anadlises imuno-histoquimicas dos segmentos intestinais
foram feitas em microscopia de luz, em sistema analisador de
imagens (Motic Images Plus 2,0-Motic China Group Co. 2006)
acoplado a microscopio éptico (Olympus BH2 Olympus America
Inc., NY, USA). Nas amostras de duodeno, jejuno, ileo e ceco foram
realizadas a quantificagdo de células CD3 positivas por campo em
aumento de 100x, com leitura de 10 vilos por tratamento.

Citometria de fluxo. Aos 21 dias de vida das aves, foram co-
letados sangue de 4 animais por tratamento utilizando anticoa-
gulante heparina. As células mononucleares foram separadas do
sangue total através de gradiente de densidade usando Histopa-
que-1077. A metodologia da citometria de fluxo foi previamente
descrita por Fair et al. 2008. Os dados foram analisados com o
“software Flow]o”".

Experimento 2

Animais, dietas e ambiente. Foram alojados 72 frangos de
corte distribuidas em 4 tratamentos com 18 animais cada em
delineamento experimental inteiramente casualizado onde cada
animal era uma repeticdo; sendo T1 - controle sem inoculagio e
sem adic¢do de acidos organicos, T2 - controle inoculado com Sal-
monella Minnesota (SM) e sem adicdo de 4cidos organicos, T3 -
animais inoculados com SM e adi¢do de acidos organicos na racdo
(2kg/ton), e T4 - animais inoculados com SM e adigdo de acidos
organicos na ragdo (2kg/ton) e na dgua de bebida (120g/1000L)
3 dias ap06s inoculacdo administrado durante 3 dias. Os produtos
adicionados na ragdo e na agua dos animais foram fornecidos de
acordo com recomendagdes do fabricante.

Ragdes e acidos organicos utilizados foram os mesmos do pri-
meiro experimento. Os animais dos tratamentos 3 e 4 receberam
a mistura comercial de acidos organicos na ragdo desde o primei-
ro até o 28° dia de vida. E os animais do tratamento 4 passaram a
receber o acido organico na dgua de bebida, 72h apds a inoculagio
com SM, por um periodo de 3 dias.

Neste experimento os animais foram alojados em salas indivi-
duais, com controle de ambiéncia, onde ndo existia contato entre
os diferentes grupos, sendo possivel a existéncia de um grupo ndo
inoculado com SM.

A preparacdo do in6culo de Salmonella, analise microbiologi-
ca, andlise histopatolégica e de imuno-histoquimica foram iguais
as descritas no Experimento 1.

Cepa e inoculacdo. Aos 21 dias de idade os animais dos tra-
tamentos 2, 3 e 4 foram inoculados por via oral com 1mL de solu-
¢do de Salmonella Minnesota na concentracio de 108 UFC/mL. A
cepa de SM isolada de frangos de corte foi submetida a andlise e
tipificacdo no Instituto Oswaldo Cruz para confirmacgio do soro-
var, assim como aquelas isoladas nas analises microbiolégicas do
experimento.
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Coleta de amostras para microbiologia, histopatologia e
imuno-histoquimica. Foram realizados swabs de cloaca 48 horas
p6s inoculacdo de SM (22 dias de idade) para analise de contagem
Salmonella. No 282 dia de idade e sete dias apés inoculagdo com
SM, 18 aves por tratamento foram eutanasiadas e necropsiadas,
para coleta de papo e ceco e andlise de contagem Salmonella.

Analise estatistica. As médias de contagem de unidades for-
madoras de colonia (UFC) de SE e SM foram transformadas em
Log10 e submetidas ao teste T, ou quando nao foi possivel a conta-
gem pela baixa expressdo de UFC nas placas, as amostras positivas
e negativas foram submetidas ao teste do Qui-quadrado (x?). As
médias de consumo de ragdo, ganho de peso e conversao alimen-
tar, altura de vilosidade, profundidade de criptas, contagem de cé-
lulas caliciformes e contagem de células CD3+ foram submetidas
ao teste de T. As células avaliadas em citometria de fluxo foram
submetidas ao teste de Qui-quadrado.

Para comparar a eficacia do produto via 4gua e via ragdo para
os diferentes sorovares de Salmonella foi realizado o célculo da
porcentagem de reducao de excre¢do de Salmonella em relagdo ao
grupo controle inoculado de cada experimento e esta porcenta-
gem de redugdo comparada pelo teste de Qui-quadrado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1

Desempenho zootécnico. No Quadro 1 encontram-se
os resultados do desempenho zootécnico dos animais do 12
ao 212 dia de idade, onde foi avaliado o consumo de racdo
total (CRT), consumo de ragdo médio (CRM), ganho de peso
total (GPT), ganho de peso médio (GPM) e conversao ali-
mentar (CA). Ndo foram observadas diferencas significati-
vas no periodo avaliado (1-21 dias de idade) e nos parame-
tros zootécnicos avaliados (P<0,05). Estudos avaliando o
desempenho zootécnico de frangos de corte e o uso de aci-
dos organicos apresentam resultados controversos, prova-
velmente devido aos diferentes mecanismos de ac¢do, con-
dicdes ambientais, dose e produto utilizado e parametros
avaliados. Diferentes niveis de inclusio de acido acético em

racoes de frango experimentalmente contaminadas com
Salmonella observaram que a inclusdo do acido organico
em todos os niveis avaliados melhorou os parametros zoo-
técnicos dos animais, porém, no que se refere ao controle
microbiolégico, o uso do produto nao foi satisfatério (Re-
zende et al. 2008). Entretanto, mistura de acidos fumarico
(0,5%), latico (5,13%), citrico (5,4%) e ascdrbico (1,2%) na
racdo ndo melhorou os parametros zootécnicos de frangos
de corte no periodo de 1 a 21 dias de idade (Maiorka et al.
2004).

Analise de Salmonella. No Quadro 2 estdo apresen-
tados os dados referentes a contagem de Salmonella En-
teritidis (SE) em swabs de cloaca 48 horas p6s inoculagio
(PI) com SE e de amostras positivas em relagdo ao total de
amostras em ceco e papo 7 dias pés inoculagdo com SE.
Para os sete dias PI, houve apenas crescimento bacteriano
apo6s enriquecimento em meio seletivo, de maneira que foi
preferivel utilizar o critério presenca/auséncia. Observa-se
que a mistura de acidos organicos na racdo ou na ragio e
na agua mostrou-se eficaz em combater a colonizagdo de
SE no ceco e no papo de frangos, reduzindo significativa-
mente (P<0,05) o nimero de amostras positivas para esta
bactéria, quando comparado ao grupo controle. Entretanto,
isso ndo se observa na contagem de amostras de swabs 48
horas apds a inoculagdo, onde ndo houve diferenca signifi-
cativa entre os tratamentos.

Morfologia intestinal e imuno-histoquimica. No
Quadro 3 estdo apresentados os resultados relativos a ta-
manho de vilosidade (um), profundidade de criptas (um),
relagdo vilo/cripta, contagem de células caliciformes e con-
tagem de células CD3+/campo em duodeno, jejuno, ileo e
ceco, aos 21 dias de idade, 7 dias p6s inoculagdo nos dife-
rentes tratamentos.

Com relacdo a altura de vilosidade em duodeno, obte-
ve-se altura significativamente menor (P<0,05) no grupo

Quadro 1. Média e desvio padriao do Consumo de racdo Médio (CRM), Ganho de
peso total (GPT), Ganho de peso médio (GPM) e Conversao alimentar (CA) de
1-21 dias de idade nos diferentes tratamentos

Tratamento Repeticdes CRM (g) GPT (g) GPM (g) CA
(n)
AO* naragdo 4 1123,8+26,8 11136,7+1072,6 751,3+58,5 1,504+0,138
AO na ragdo e na agua 4 1111,8+18,8 10883,7+216,5 728,0+14,1 1,528+0,03
Controle 4 1101,2¢37,1 10198,2+710,4 691,5+53,0 1,597+0,091
Valor de P 0,629 0,1549 0,1515 0,1558

*A0 = acido organico.

Quadro 2. Média e desvio padrio da Contagem de Salmonella Enteritidis (SE),
Log10 UFC, em swab de cloaca (48h pés-inoculagido com SE). Nimero de amostras
positivas em relacdo ao total de amostras para SE em ceco e papo de frangos de
corte 7 dias pds-inoculacio com SE, nos diferentes tratamentos

Tratamento Repeticdes Swab de cloaca  Ceco - Amostras Papo - Amostras
(n) 48h PI positivas (7dias PI) positivas (7dias PI)
AO* na ragio 12 2,60+1,62 2/12a 4/12a
AO naragdo e na dgua 12 2,20+1,66 1/12a 4/12a
Controle 12 2,85+1,64 11/12b 10/12b
Valor de P 0,7690 0,050 0,05

*A0 = 4cido organico, PI = pés inoculagdo com Salmonella Enteritidis.
® Letras diferentes na mesma coluna sio significativamente diferentes para P <0,05 ao teste de

Qui-quadrado.
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Quadro 3. Média e desvio padrao da altura de vilo (um), profundidade de criptas (pm),
relacio vilo/cripta, contagem de células caliciformes, contagem de células CD3+/campo
em duodeno, jejuno, ileo e ceco (21 dias de idade e 7 dias pés inoculaciao com Salmonella

Enteritidis) nos diferentes tratamentos.(n=20)

Fragmento Variavel Repeticdes AO*naragdo AOnaragdoe Controle Valor de P
(n) na agua

Duo Vilo 20 971,4+221,9"% 1138,5+300,4°" 1284,4+234,2° 0,0012
Cripta 20 97,1+27,1 99,5+30,0 83,3+17,0 0,0998
Vilo/Cripta 20 10,7+3,5° 12,3+4,6° 16,0+4,2° 0,0006
Caliciforme/Vilo 20 160,9+35,8 165,3+36,6 178,6+54,5 0,4071
CD3+/Campo 10 16,9+3,7 18,9+3,5 17,845,1 0,695
Jej Vilo 20 1256+268,3  1225,4+225,8 1288,0+188,8 0,0968
Cripta 20 105,1+£26,1° 107,2£20,8° 145,3+17,9°? 0,0001
Vilo/Cripta 20 12,7+4,22 11,6£2,22 9,0+1,8° 0,0015
Caliciforme/Vilo 20 132,6+36,2" 120,6+24,1" 152,8+33,72 0,0016
CD3+/Campo 10 14,0+4,0° 15,545,7° 23,616,9° 0,002
fleo Vilo 20 498,5+65,6"  514,4+88,7° 663,8+98,32 0,0001
Cripta 20 79,1+17,0a 97,7£16,4b 121,5431,4 ¢ 0,0001
Vilo/Cripta 20 6,5+1,5 5,3+1,0 5,9+2,0 0,2378
Caliciforme/Vilo 20 129,7£21,7*  101,1£32,0° 138,6+21,2? 0,0001
CD3+/Campo 10 18,9+6,1 17,0£2,2 23,50+4,5 0,020
Ceco Vilo 20 276,5+81,6 ° 212,6+47,0° 243,4+59,3 0,0106
Cripta 20 131,6+41,72 99,8+24,5° 124,8+41,2* 0,0206
Vilo/Cripta 20 2,3£1,0 2,3+0,9 2,211 0,9520
Caliciforme/Vilo 20 8,9+5,7 9,245,1 12,049,3 0,0001
CD3+/Campo 10 19,2+7,5 14,0+4,0 17,4+4,0 0,3137

*AO = acido organico; Duo = duodeno, jej = jejuno. ** Letras diferentes na mesma linha diferem estatistica-

mente (P<0,05).

tratado somente com acidos orgdnicos na ragdo quando
comparado aos demais grupos. Em jejuno, ndo foram ob-
servadas diferencas significativas entre os tratamentos. No
fleo dos animais tratados com acidos organicos na ragao e
na ra¢do e na agua observa-se altura de vilosidade signifi-
cativamente menor (P<0,05) quando comparado ao grupo
controle. Em ceco, observa-se menor altura de vilo no gru-
po tratado com acidos orgdnicos na ragdo e na agua quando
comparado ao grupo onde utilizou-se somente acidos orga-
nicos na ragdo (P<0,05).

Em duodeno nao foram observadas diferencas signifi-
cativas na variavel profundidade de cripta. Porém, em jeju-
no e fleo obteve-se maior profundidade no grupo controle
quando comparado aos demais grupos (P<0,05). No ceco
observou-se menor profundidade no grupo tratado com
acidos na ragdo e na agua quando comparado aos demais
grupos (P<0,05).

Na relagdo altura de vilosidade/profundidade de crip-
ta obteve-se relacdo significativamente maior (P<0,05) em
duodeno no grupo controle. Em jejuno observa-se menor
relagdo no grupo controle se comparado aos demais gru-
pos. Em ileo e ceco ndo foram observadas diferencas signi-
ficativas entre os tratamentos.

Com relagdo a variavel numero de células caliciformes,
em duodeno ndo foram observadas diferencas significa-
tivas entre os tratamentos. Em jejuno, o grupo controle
inoculado obteve maior nimero de células caliciformes
quando comparado aos demais grupos analisados. Em ileo,
o grupo tratado com acidos organicos na rac¢ao e na agua
obteve contagem significativamente menor de células cali-
ciformes, quando comparado aos demais grupos (P<0,05).
Em ceco, o grupo controle inoculado obteve quantidade es-
tatisticamente maior de células caliciformes que os demais
grupos (P<0,05).

Com relagdo a presenca de células CD3+ na mucosa in-
testinal observaram-se somente diferencas estatisticas em
jejuno e ileo onde o grupo controle inoculado com SE apre-
sentou maior nimero de células quando comparado aos
demais grupos (P<0,05).

Citometria de fluxo. No Quadro 4 estdo apresenta-
dos os dados de citometria de fluxo aos 21 dias de idade
dos animais e 7 dias pds-inoculacdo com SE, nos diferen-
tes tratamentos. Observa-se proporg¢do significativamente
maior (P<0,05) de células CD4, CD28 e nos receptores de
linfocitos de mucosa TCR aff VB1 e TCR aff VB2 no sangue
de animais do grupo tratado somente com acido na ragdo,
quando comparado aos demais grupos.

Experimento 2

Analise de Salmonella. O Quadro 5 apresenta os resul-
tados da média e desvio padrdo da Contagem de Salmonella
Minnesota (SM), resultados transformados em Log10 Uni-
dades Formadoras de Colonias (UFC/g) em swab de cloaca
48 horas apds inoculagdo (22 dias de idade), em papo e em
ceco aos 7 dias ap6s inoculagao com SM (28 dias de idade).
E possivel observar que 48 horas apés inoculagido com Sal-
monella Minnesota todos os animais inoculados apresenta-
vam excrecdo de Salmonella. Observa-se que em papo com
7 dias pds inoculacdo os tratamentos com acidos organicos
na racdo e acidos organicos na ragdo e na agua obtiveram
menor contagem de Salmonella, quando comparado ao
controle positivo. Em ceco ndo foram encontradas diferen-
cas significativas entre os grupos tratados com acidos orga-
nicos e o grupo inoculado sem tratamento. O controle nega-
tivo (ndo inoculado com SM) ndo apresentou contagem de
SM em nenhum periodo.

Morfologia intestinal e imuno-histoquimica. O
Qaudro 6 apresenta os resultados da média e do desvio
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Quadro 4. Média e Desvio padrio das proporg¢oes de células circulantes no
sangue de frangos de corte aos 21 dias de idade e apds 7 dias da inoculacio
com SE, de acordo com a subpopulacio identificada (ou a razio entre as
populagdes CD4+ e CD8+). (n=4)

Moléculade Repeticdes AO* naragio AO naragdo e Controle Valor de P
superficie (n) na agua
CD4 4 41,53+13,83%a** 15,34+4,66%b 15,17+3,18% b  0,0001
CD8a 4 17,50+4,31% 9,50+£10,08% 7,11 +1,85% 0,0571
CD8aMisht 4 1,16%0,43% 0,60+£0,53% 0,33+0,17% 0,3666
CD28 4 54,72+22,5a 24,17+¥9,41%b 17,48+ 7,80%b  0,0001
CD4:CD8a 4 2,33+0,27 2,88+1,81 2,24 + 0,69 0,3467
CD8B 4 6,75£3,70% 4,3312,30% 2,66 + 0,62% 0,3567
MHC I 4 3,60+1,40% 1,50+0,38% 1,14 + 0,50% 0,4432
MHC II 4 20,87+12,90% 10,86+2,02% 11,78+4,31% 0,0762
MHC I]Bright 4 1,75+0,80% 1,97+0,87% 0,99 £ 0,36% 0,6045
TCR aff VB1 4 40,21£19,75%a  13,10£55%b 8,25+2,98%b 0,0001
TCR aff VB2 4 19,16+4,26% a 7,22+5,43%b  4,60+1,09% b 0,0009

*AO = acido organico. ** Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente pelo teste do

Qui-Quadrado (P<0,05).

padrdo da altura de vilosidade (um), profundidade de
criptas (um), relacdo vilo/cripta, contagem de células
caliciformes, contagem de células CD3+/campo em duo-
deno, jejuno, ileo e ceco de frangos nos diferentes trata-
mentos aos 28 dias de idade e 7 dias p6s inoculagdo com
Salmonella Minnesota.

Observa-se que na altura de vilosidade, ndo foram en-
contradas diferencgas significativas (P<0,05) em duodeno.
Porém, em jejuno, obteve-se menor altura de vilosidade
no tratamento onde foi utilizado acido organico na ragio
e na dgua quando comparado aos demais tratamentos. Em
ileo obteve-se menor altura de vilosidade (P<0,05) no gru-
po tratado somente com acido orgdnico na ragdo quando
comparado aos demais tratamentos. Em ceco, o grupo ndo
inoculado e grupo inoculado com SM e tratado com acidos
orgdnicos na racdo e na agua obtiveram maior altura de vi-
losidade quando comparado aos demais grupos.

Com relagdo a variavel profundidade de cripta nao fo-
ram observados diferencas estatisticas entre os tratamen-
tos em nenhum segmento intestinal.

Na variavel vilo/cripta foi observada diferenca estatisti-
ca somente no ceco onde se obteve maior relagdo no grupo
ndo inoculado com SM e menor relagdo no grupo inocula-
do com SM e nao tratado. Os demais grupos apresentaram
valores de relagio vilo/cripta intermediarios, porém seme-
lhantes estatisticamente.

A variavel contagem de células caliciformes somente
em duodeno e jejuno foi possivel observar diferencas sig-
nificativas entre os tratamentos. Em duodeno o grupo ndo

Quadro 5. Média e desvio padrio da Contagem de Salmonella
Minnesota (SM), Log10 UFC/g, em swab de cloaca (48h
pos-inoculagio com SM), papo e ceco de frangos de corte
(7 dias poés-inoculagdo com SM)

Tratamentos Repeticdes Swab de cloaca Papo Ceco
(n) (48h PI) (7 diasPI) (7 dias PI)
Controle Negativo 18 0,0+0,00 b** 0,0£0,00c  0,0+0,00b
Controle Positivo 18 5,0+£0,40 a 3,8t1,40a 4,7+1,00a
AO* naragdo 18 5,0+0,32a 2,5¢1,50b 4,6+1,50a
AO na ragdo e na agua 18 4,8+0,30 a 2,0x1,60b 3,8+1,60a
Valor de P 0,0001 0,0001 0,0001

*AO = acido orgdnico. ** Letras diferentes na mesma coluna diferem esta-
tisticamente (P<0,05).
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inoculado apresentou maior contagem de células calicifor-
mes que os demais tratamentos. Em jejuno, o controle ndo
inoculado com SM apresentou maior contagem de células
caliciformes, em seguida, o controle inoculado com SM e
ndo tratado e do grupo tratado com &cido na ragdo. O gru-
po inoculado e tratado com acidos organicos na ragdo e na
agua apresentou contagem significativamente menor de
células caliciformes em relagdo aos demais grupos.

Com relagao aos dados de contagem de células CD3+ em
duodeno, observou-se que os grupos inoculados e tratados
com acidos organicos na ra¢do e na racdo e na agua apre-
sentaram contagem significativamente menor que os de-
mais grupos (P<0,05). Em jejuno, o controle ndo inoculado
com SM (controle negativo) apresentou menor contagem
de células CD3+ em relacdo aos demais tratamentos, e o
grupo inoculado e tratado com acidos organicos na ragdo e
na dgua apresentou contagem significativamente maior de
células CD3+ que os demais tratamentos. Em ileo observa-
-se que o controle positivo apresentou contagem significa-
tivamente maior de células CD3+ quando comparado aos
demais grupos. No ceco, o grupo inoculado e tratado com
acidos organicos na racdo apresentou contagem significa-
tivamente maior de células CD3+ em relacdo aos demais
grupos.

A Figura 1 ilustra a comparagdo entre a porcentagem de
reducdo de SE e SM em papo e ceco de frangos, 7 dias ap6s
a inoculagdo com Salmonella, nos diferentes tratamentos
em relacdo ao grupo controle inoculado de cada experi-
mento. Pode-se observar redugdo de 60% da excrecao de
SE no papo de aves tratadas via racdo ou via ragdo e dgua
em relacdo ao grupo inoculado e ndo tratado, ndo havendo
diferenca entre as vias de tratamento (P<0,05). Quando se
compara a eficacia de redugio de excrecdo de Salmonella
no grupo inoculado com SM observa-se que os produtos
adicionados na racdo ou na ra¢do e na dgua reduziram no
papo a contagem de SM em 34,3% e 47,4% respectivamen-
te, quando comparado ao grupo inoculado e nao tratado.
Essa porcentagem de redugio de Salmonella no papo com
a utiliza¢do de 4cidos organicos na ragdo ou ragao e agua é
significativamente diferente entre grupos inoculados com
SE e SM (P<0,05). No ceco houve redugio de 81,2% no iso-
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Quadro 6. Média e desvio padrao da altura de vilo (um), profundidade de criptas (um), relagio vilo/cripta, contagem
de células caliciformes, contagem de células CD3+/campo em duodeno, jejuno, ileo e ceco (28 dias de idade e 7

dias pés inoculacdo com Salmonella Minnesota) nos diferentes tratamentos.(n=20)

Fragmento Variavel Repeticdes Controle negativo Controle positivo AO*naragdo AOnaragdoenadagua ValordeP
()

Duo Vilo 20 1644,1+505,7 1489,8+265,7  1328,2+533,0 1765,4+186,6 0,1719
Cripta 20 201,6+100,0 134,7+46,7 133,1+48,8 152,1+56,5 0,587
Vilo/Cripta 20 9,35+4,4 12,0+4,1 10,2+3,2 12,9+4,5 0,1791
Caliciforme/Vilo 20 196,1+87,6 a 110,3+56,6 b 61,3+26,4b 116,1+31,3 b 0,0002
CD3+/Campo 10 11,5¢4,2 a 13,8+2,6 a 10,0+3,7b 9,7¢3,5b 0,0505
Jej Vilo 20 871,9+209,4 a 773,5¢163,5ab  899,7£230,2 a 692,5+137,6 b 0,0150
Cripta 20 97,3+36,3 99,7+35,0 110,18+43,0 87,1+37,3 0,4307
Vilo/Cripta 20 9,8+3,6 8,4+2,6 8,8+3,2 9,0+3,3 0,6619
Caliciforme/Vilo 20 129,2+30,8 a 78,7+38,4 b 79,5+#32,3b 54,8+15,6 0,0001
CD3+/Campo 10 2,9+23 ¢ 11,2+4,8b 11,6+3,2b 21,3+55a 0,0001
fleo Vilo 20 798,15+168,5a 622,8t157,0b  476,4+x119,4c 598,5+134,0 b 0,0001
Cripta 20 97,9+42,6 80,3+40,0 75,0£39,1 82,7+34,2 0,4231
Vilo/Cripta 20 10,7+8,4 10,8+10,3 7,4%2,6 8,0+2,7 0,3863
Caliciforme/Vilo 20 92,3+33,0 77,4£38,0 67,0£24,4 64,6%+28,9 0,0757
CD3+/Campo 10 14,2+7,0b 25,085 a 11,4+54b 13,1+3,6 b 0,0001
Ceco Vilo 20 322,3+91,4 a 235,1+38,0 b 274,7+27,1 ab 303,9+60,1a 0,0026
Cripta 20 129,7+60,9 117,6+£33,1 151,0+23,4 131,0+43,8 0,3716
Vilo/Cripta 20 3,0£1,5a 2,1x0,5b 1,8+ 0,3 ab 2,5+1,0 ab 0,0366
Caliciforme/Vilo 20 6,1+2,7 9,0+5,1 4,5+2,7 6,0+4,7 0,0614
CD3+/Campo 10 6,1+2,7b 4,8+2,4b 13,4433 a 58+3,0b 0,0001

*A0 = acido organico. Duo = duodeno. Jej = jejuno. ** Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).

BEE- AQ Rapdo
DSE- AD Racaosagua

D3M- AD Racdo

Fig.1. Porcentagem (%) de reducdo de Salmonella Enteritidis (SE)
e Salmonella Minnesota (SM) em relagdo ao grupo controle
inoculado em papo e ceco de frangos 7 dias apds inoculagdo
nos diferentes tratamentos (AO = 4cido orgdnico). ** Letras
diferente entre colunas diferem significativamente ao teste de
Qui-Quadrado a 5% de Probabilidade em papo. #5¢ Letras di-
ferentes entre colunas diferem significativamente ao teste de
Qui-Quadrado a 5% de probabilidade em ceco.

lamento de Salmonella no grupo inoculado com SE para o
grupo tratado com acidos organicos na racdo e 90,9% para
o grupo tratado com acidos organicos na ragdo e na agua,
quando comparado ao grupo inoculado, ndo havendo dife-
renca de porcentagem de reducdo da presenca de Salmo-
nella entre os grupos tratados com acidos. Para os animais
inoculados com SM a reducio de isolamento de Salmonella
no tratamento com Acidos organicos somente na ragdo
foi de 3,1%, significativamente menor que o grupo trata-
do com &cidos organicos na ragdo e na dgua cuja reducdo
com relacdo ao grupo inoculado foi de 20,6%. Quando se
compara a eficicia de reducdo da presenca de Salmonella
no ceco entre grupos inoculados com SM e SE, verifica-se

significativa diferenca (P<0,05) entre a eficicia de redugio,
onde o tratamento com acidos organicos foram eficientes
em animais inoculados com SE, mas nio para SM, embora
as condi¢des em que os experimentos foram desenvolvidos
tenham sido diferentes.

Com relacdo a inoculagdo dos animais, no primeiro ex-
perimento, aos 7 dias pds-inoculacio, houve isolamento de
Salmonella em papo e ceco mas ndo foi possivel obter quan-
tidade suficiente que permitisse a contagem deste micro-
organismo para nenhum dos tratamentos estudados. Isso
pode ter ocorrido devido a dose desafio que foi inoculada
nas aves, a intera¢do entre o parasita, hospedeiro e am-
biente, causando a diminui¢do da excre¢do de SE. Nas aves
inoculadas com SE e ndo tratadas com acidos organicos, foi
possivel se observar no exame clinico diarréia e na necrop-
sia enterite mucdide. No segundo experimento, optou-se
por inocular as aves com uma concentracdo de 102 UFC/mL
de SM devido a estudos prévios indicarem que com concen-
tracdes abaixo deste valor ndo possibilitaram excre¢io des-
ta bactéria. No que se refere ao exame clinico e necropsia,
aves inoculadas com SM ndo apresentaram sinais e lesdes,
podendo-se especular que a SM é menos patogénica do que
SE para as aves.

Quando comparamos a porcentagem de redugao de SE
e SM proporcionada pelo tratamento com acidos organicos
em relacdo aos respectivos grupos inoculados e nio trata-
dos, observamos que tanto em papo quanto em ceco, o tra-
tamento com acidos organicos reduziu a porcentagem de
animais positivos para SE, mais do que verificado quando
se inoculou SM. A maioria da literatura tem comprovado
que acidos organicos sdo efetivos no controle de SE (Sterzo
et al. 2007, Bassan et al. 2008) entretanto, ndo existem es-
tudos apresentando a eficicia destes contra SM. O mecanis-
mo de a¢do dos acidos organicos sobre Salmonella pode ser
direto sobre esta bactéria através da teoria dos acidos fra-
cos (Cherrington et al. 1991, Roth & Kirchgessner 1998) ou
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por alteragdo da membrana celular (Stratford et al. 2009).
Entretanto também sugere-se que os acidos organicos po-
dem reduzir a contagem de coliformes e aumentar bacté-
rias lacticas na microbiota intestinal e pelo mecanismo de
exclusdo competitiva diminuir a viabilidade da Salmonella
(Pirgozliev et al. 2008).

A eficacia dos acidos organicos, de acordo com a via de
administracdo do produto utilizado, também variou con-
forme o sorotipo inoculado. Para aves inoculadas com SE a
adicdo dos acidos organicos na ragio ou na racdo e na agua
ndo mostrou diferenca de eficicia na presenga de Salmo-
nella em papo e ceco. Ja para SM a adi¢do do produto na
agua, além do ja existente via ragdo, aumentou a eficiéncia
de acidos organicos em reduzir a Salmonella no ceco, po-
rém o mesmo nao foi observado em papo, sugerindo uma
diferente interagdo da SM com o hospedeiro e a microbiota
intestinal do que aquela observada com SE.

Um importante resultado deste trabalho refere-se a
resposta do sistema imunolégico das aves a inoculacdo de
Salmonella. No primeiro experimento, utilizando citome-
tria de fluxo, foi possivel observar maior proporcao de cé-
lulas CD4, CD28 e nos receptores de linfocitos de mucosa
TCR o3 VB1 e TCR aff VB2 no sangue das aves do grupo
tratado com 4cidos organicos na ra¢do, quando compara-
do aos demais grupos. Esses resultados contrastam com o
menor numero de células CD3+ e células caliciformes na
mucosa intestinal do jejuno e ileo nas aves dos grupos tra-
tados com acidos organicos na racdo e na racdo e na agua
quando comparado ao controle. Também, foi demonstra-
da redug¢do no numero de células CD4* e CD8" no sangue
periférico de galinhas infectadas com Sallmonella Enteri-
tidis em comparag¢do com o grupo controle ndo-infectado.
Neste caso, sugere-se que esse fendmeno esta relaciona-
do a migracdo destas células para o sitio de acdo da in-
feccdo, com reducdo de sua expressdo no sangue (Asheg
et al. 2003). Em aves vacinadas e submetidas a infec¢ido
com Salmonella Enteritidis, foi observado aumento da
quantidade de células citotoxicas no ceco indicando saida
de células da circulagdo com destino ao tecido desafiado
(Berndt et al. 2006). Aves tém trés diferentes receptores
de linfécito T (TCR), TCR y6 (TCR1), TCR off VB1 (TCR2)
e TCR aff VB2. Neste trabalho, os dois ultimos marcadores
foram utilizados e observaram-se diferencas significativas
entre os grupos, compativel com menor proporgio deste
no sangue de aves desafiadas com SE e ndo tratadas com
acidos organicos. Cada célula individual expressa apenas
um tipo de TCR em sua superficie, e os trés tipos podem
estar presentes tanto em células CD4 quanto CD8 (Sow-
der et al. 1988, Davidson et al. 1992, Berndt et al. 2006).
Acredita-se que o TCR2 esteja envolvido na imunidade de
mucosa, ao estimular a produgao de IgA (Cihak etal. 1991,
Zuckerman 1999). CD28+ é um receptor de coestimulacdo
da ativacdo de células T, quando entra em contato com cé-
lulas apresentadoras de antigeno. A interagdo entre CD28
e B7 é essencial para a montagem da resposta imune
(Linsley & Ledbetter 1993). A reducdo na proporc¢do de
CD28+ circulante, como foi observada no grupo controle
desafiado e ndo tratado no presente estudo, é visto na fase
aguda de processos infecciosos devido ao destinamento
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dessas células para os 6rgdos linféides secundarios, em
um processo conhecido como homing ou devido a excessi-
va ativacdo e consequente senescéncia das células, em um
processo em que a molécula CD28 é perdida (Nabeshima
et al. 2002, Papagno et al. 2004).

0 Complexo de Histocompatibilidade Maior de classe I
(MHC - I), conhecido em aves como o antigeno F, esta pre-
sente em todos os linfdcitos e eritrécitos de galinhas (Ya-
maiuchi & Isshiki 1991). 0 MHC I, ou antigeno L, esta pre-
sente na maioria dos linfécitos bursa-dependentes. Cerca
de 10% dos linfécitos sdo positivos para MHC II, e desses,
aparentemente cerca de 90% sao linfocitos B (Hala et al.
1981). A marcagdo para MHC Il também demonstra uma
subpopulagio que tem alta expressdo dessas moléculas.

Com relacdo a morfologia intestinal, quanto maior o
numero de células, maior o tamanho das vilosidades e,
consequentemente, maior a drea de absorc¢ao dos nutrien-
tes (Yamauchi & Isshiki 1991). Para a relagdo vilosidade/
cripta intestinal é desejavel que as vilosidades apresen-
tem-se altas e as criptas rasas (Nabuurs 1995). A profun-
didade da cripta pode indicar o nivel de hiperplasia das
células intestinais; sendo que a reducdo da profundidade
indica menor nivel de agressdo a morfologia da parede
intestinal (Hancok et al. 1990). Acidos organicos, aminoa-
cidos e prebiodticos estimulam o desenvolvimento da mu-
cosa intestinal causando aumento do numero de células e
consequentemente aumento do tamanho das vilosidades
(Maiorka et al. 2004). Esta relagdo pode ser confirmada
em experimentos sem desafio, porém, verifica-se hoje em
experimentos com animais desafiados, que tdo importan-
te quanto a altura da vilosidade é o conhecimento do tipo
celular presente nessa vilosidade, como observado neste
experimento. As células caliciformes sdo as células pro-
dutoras de glicoproteinas (muco) que tem as funcdes de
protecdo da mucosa intestinal contra agentes abrasivos
da dieta e agentes patogénicos e também, participa na ab-
sor¢do dos nutrientes. O muco participa da resposta imu-
ne inespecifica, e quando ha a grande expressdo de células
caliciformes indica que pode haver algum tipo de desafio
sanitario que demande maior produ¢do de muco. Em con-
trapartida, o muco quando em grandes quantidades pode
trazer prejuizos para a saide da ave, pois aumenta o tran-
sito intestinal, reduzindo a absor¢do dos nutrientes. Ja as
células CD3+ sdo linfécitos T, que participam da resposta
imune especifica do animal.

No presente estudo, com relacdo aos tipos celulares,
na mucosa do jejuno, o grupo controle inoculado com SE
apresentou maiores quantidades de células caliciformes e
de células CD3+ comparado aos grupos tratados com aci-
dos organicos, isso pode indicar que, por estes acidos or-
ganicos controlarem a infec¢do por SE, visto pela reducio
do isolamento, diminuiu-se a necessidade de expressido
de células caliciformes e menor ativa¢do de células CD3+
na mucosa.

No caso especifico da inoculagdo com SE, verifica-se
uma resposta classica de desafio e resposta do hospedei-
ro, ou seja, o grupo inoculado apresentou maior excre¢do
de Salmonella, maior numero de células CD3+ na mucosa
intestinal e diminui¢do na propor¢io de marcadores de
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células imunolégicas no sangue dos animais. O controle de
Salmonella demonstrado pelos acidos na analise microbio-
légica culminou com resposta imunolégica menos intensa
da ave (menor presenca de células CD3+ e maior propor-
¢do de marcadores de células imunolégicas no sangue dos
animais). Ja no segundo experimento, na analise microbio-
légica ndo se verifica, no ceco, diminuicdo da excrecao de
Salmonella em aves inoculadas e tratadas com acidos orga-
nicos. Os resultados da morfometria também sio bastante
contraditérios entre os grupos inoculados com SM e trata-
dos com acidos organicos. Entretanto quando se compara o
controle inoculado com o controle negativo ndo inoculado,
observa-se que o primeiro grupo (inoculado) apresenta
menor propor¢ao de células caliciformes e maior propor-
¢do de células CD3+ na mucosa do duodeno, jejuno e ileo
quando comparado ao grupo nio inoculado. Isso demons-
tra uma resposta do hospedeiro frente a inocula¢cdo em to-
dos esses segmentos, mas nao deixa claro qual a interacdo
da SM com a microbiota intestinal e com a sadde destas
aves, ja que nio sio observados sinais clinicos e tampouco
lesdes intestinais. Acredita-se que maiores estudos sao ne-
cessarios para se compreender melhor esta interagdo entre
SM e hospedeiro.

CONCLUSOES

Nas condi¢cdes em que foram conduzidos os dois expe-
rimentos observa-se que na avaliagdo microbioldgica, os
acidos organicos reduzem significativamente a excregao
de SE em papo e ceco de frangos, independente da via de
administracdo, porém sio pouco efetivos no controle de
SM.

Com relacdo a avaliagdo imunoldgica, observa-se que a
diminuicdo no isolamento de Salmonella, no grupo inocu-
lado com SE e tratado com acidos organicos na racdo esta
correlacionado com maiores propor¢des de células com
marcadores CD4 e CD8, TCR no sangue e menores propor-
¢oes de células CD3+ na mucosa intestinal das aves.

Para SM foi observada uma reagido imunoldgica a ino-
culacdo, demonstrado pelo maior nimero de células cali-
ciformes e menor nimero de células CD3+ na mucosa in-
testinal dos animais nao inoculados e uma relagio inversa
nos animais inoculados com SM, porém mais estudos sdo
necessarios para a compreensido da intera¢cdo entre SM e
hospedeiro.
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