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RESUMO - O tifo aviario uma enfermidade de alto impacto no setor avicola, este trabalho tem como objetivo
verificar os sinais clinicos da doenca em codornas inoculadas experimentalmente com Salmonella Gallinarum.
Foram utilizadas 54 codornas japonesas fémeas distribuidas em dois grupos. O grupo inoculado (GI) com SG
(32 codornas) e o grupo controle (GC) (16 aves). Seis aves foram eutansiadas antes de iniciar o experimento para
coleta de 6rgdos (figado, baco, foliculos ovarianos, cecos e pulmédo) e processamento microbiol6gico. As aves do
Gl receberam 0,7mL do inéculo (1.5x10° UFC/mL) e GC receberam e 0,7mL de solucéo fisiolégica e foram
observadas durante dez dias seguidos, em trés periodos diarios (8:00, 11:00 e 14:00) para observar os sinais
clinicos da enfermidade. Ap6s quatro dias de inoculacdo foi verificada prostracdo, apatia, penas ericadas,
diarreia, permanéncia da ave no canto da gaiola com os olhos fechados e relutdncia em movimentar-se (13/32).
As alteracdes macroscopicas em aves que apresentaram sinais clinicos e foram eutanasiadas foram caracterizadas
por esplenomegalia e hemorragia no baco em 84,6 % (11/13) e 23% (3/13), respectivamente, hepatomegalia e
necrose no figado em 15,4% (2/13) e 23,0% (3/13) respectivamente e hemorragia e atrofia em 15,4% (2/13) e
7,7% (1/13) dos foliculos ovarianos. Nas aves que foram a Gbito foi observado apenas hepatoesplenomegalia.
Assim, podemos concluir que codornas inoculadas experimentalmente com Salmonella Gallinarum apresentam
sinais clinicos tipicos de febre tifoide observados em galinhas de exploracéo comercial.

Palavras-Chave: tifo aviario; inoculacdo; sinais clinicos; eutanasia.

ABSTRACT - Fowl typhoid a high-impact disease in the poultry industry, this study aims to verify the clinical
signs of the disease in experimentally inoculated with quail Salmonella Gallinarum 54 Japanese female quails
were distributed into two groups. The inoculated group (GI) SG (32 quail) and control group (CG) (16 birds). A
total of six birds were euthanized before the start of the experiment, organs samples (liver, spleen, ovarian
follicles, cecum and lung) were collected for the microbiological analysis. The birds of the GI group received
0,7mL of inoculum (1.5x10° CFU/mL) and birds of the CG group received 0,7 mL of saline solution. Thereafter,
the quails were observed for ten consecutive days in three daily periods (8:00, 11:00 e 14:00) in order to observe
clinical signs of disease. After four days of inoculation was verified prostration, apathy, ruffled feathers,
diarrhea, bird's stay in the corner of the cage with closed eyes and reluctance to move (13/32). Some
macroscopic changes were observed in euthanized birds with clinical signs like splenomegaly and splenic
necrosis in 84,6% (11/13) and 23,0% (3/13) respectively, hepatomegaly and liver necrosis in 15,4% (2/13) e
23% (3/13) respectively, and atrophy and hemorrhage of ovarian follicles in 15,4% (2/13) and 7,7% (1/13)
respectively. the birds that died was observed only hepatosplenomegaly. So we can conclude experimentally
inoculated with Salmonella Gallinarum quail have the typical clinical signs of fowl typhoid observed in others
birds of Galliforme order.

Keywords: fowl typhoid; inoculation; clinical signs; euthanasia.
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INTRODUCAO

O tifo aviario é uma doenca sistémica (Chadfield et
al., 2003) causada por Salmonella Gallinarum
(Aragaw; Terefe & Abera, 2010), responsavel por
um indice de mortalidade elevado na industria
avicola, principalmente de aves adultas (Rocha-e-
Silva et al., 2013).

Sua patogénese pode ser atribuida principalmente a
endotoxina liberada pelos micro-organismos na
circulacdo e nos tecidos (Assoku & Penhale, 1974).
Durante a infeccdo, o comportamento das aves &
alterado devido a endotoxina do patogeno
(Kokosharov, 2002). Os sinais clinicos geralmente
observados em galinhas sdo caracterizados por
letargia, penas arrepiadas, sonoléncia, anorexia,
desidratacdo, diarreia aquosa com presenca de
muco, perda de peso, palidez da crista, cianose,
cegueira, convulsBes (Alvarez et al., 2003), reducdo
no consumo de agua e alimento, queda da producéo
de ovos (Oliveira; Berchieri Jr. & Fernandes, 2005),
presenca de fezes na regido pericloacal (Beyaz et
al., 2010), depressdo, fraqueza, asas caidas e olhos
fechados (Freitas Neto et al., 2007).

Embora a coturnicultura seja uma pratica avicola
em ascensdo, Sdo poucas as pesquisas desta
enfermidade em codornas. Assim, este trabalho tem
como objetivo verificar os sinais clinicos do tifo
aviario em codornas japonesas (Coturnix coturnix)
infectadas experimentalmente.

MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para
Uso de Animais (CEUA) sob o nimero 10244779-
9/26. Foram utilizadas 54 codornas japonesas
fémeas saudaveis com aproximadamente 23
semanas de idade. As aves foram alojadas em dupla
em gaiolas de bateria tipo pirdmide com dimensdes
de 22x21x16cm e densidade de 43.47 bird/m? no
Setor de Estudos Ornitolégicos (SEO) da
Universidade Estadual do Ceara (UECE). As aves
foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos:
Grupo Gl, constituido por 32 codornas inoculadas
com cepa de Salmonella Gallinarum (SG) e Grupo
controle (GC), com 16 aves que receberam
inoculagdo com placebo. Seis aves selecionadas de
forma aleatdria foram destinadas & eutandsia a fim
de confirmar a auséncia de Salmonella spp. nos
6rgdos. Agua e alimento foram fornecidos ad
libitum sem adicdo de antibiético ou administracéo
de vacinas e vermifugo. A temperatura (25.5°C) e o
fotoperiodo (16h luz/dia) foram padronizados.

Antes de iniciar o experimento foi realizada
pesquisa de Salmonella spp. em todas as aves para
verificar possivel infeccdo prévia de acordo com
Zancan et al. (2000) com modificagdes, como o que
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se segue: foi coletado swab cloacal individual
embebido em selenito-cistina com novobiocina
(SCNov) (40 pg/mL) e realizado plaqueamento
direto (Oh) em 4&gar verde-brilhante (VB). As
amostras coletadas com swab cloacal embebido
com SCNov e as placas semeadas em VB foram
incubadas em estufa bacteriologica durante 24h a
37°C. Apo6s incubacdo, as amostras negativas no
plagueamento direto foram plaqueadas a partir do
SCNov incubado. Ainda como controle, as aves
selecionadas para eutanasia tiveram seus 0Orgdos
coletados para realizacdo do processamento
microbiolégico como se segue: fragmento do
figado, baco, pulmdo, ceco e foliculos ovarianos
foram  coletados assepticamente, macerados
individualmente e acondicionado em tubos
contendo agua peptonada tamponada a 1% durante
24h a temperatura de 37°C. Apos este periodo uma
aliquota foi transferida para tubos contendo SCNov
e incubadas em estufa bacteriolégica por 24h a
37°C. Seguidamente as amostras foram semeadas
em VB e incubadas em estufa por 24h a 37°C.

Para preparacdo do indculo foi utilizado um estirpe
de SG resistente a acido nalidixico (SGNal') isolada
de galinha (Gallus gallus). A cultura foi preparada
de em 10 mL de agua peptonada tamponada a 0,1%
e incubada em estatica em estufa bacterioldgica a
37°C por 18h. Apbs este periodo, foram realizadas
diluicbes seriadas (Miles; Misra & Irwin, 1938) em
agar verde brilhante contendo &cido nalidixico (100
pg/mL) e novobiocina (1 pg/mL) (AVB Nal/Nov)
e incubado a 37°C por 24h para determinar a
concentracdo bacteriana. Foi preparado um inéculo
contendo aproximadamente 1.5x10° UFC de
Salmonella Gallinarum Nalr/mL

As aves do Gl e GC receberam 0,7 mL do in6culo e
0,7 mL de solucdo fisioldgica, respectivamente, por
via gavage, diretamente no papo, com auxilio de
canula acoplada a seringa de 1 mL. Apés a
inoculagdo, as aves foram observadas durante dez
dias seguidos, em trés periodos diarios (8:00, 11:00
e 14:00) para observar os sinais clinicos do tifo
aviario.

As aves foram eutanasiadas por deslocamento
cervical tdo logo foram observados os sinais
clinicos da doencga, que apareciam
simultaneamente. Imediatamente era realizada
necropsia para remocdo do baco, figado, pulméo,
ceco e foliculos ovarianos para processamento
bacteriol6gico. As amostras que ndo apresentassem
coldnias com caracteristicas tipicas para SG, ou
seja, coldnias pequenas (2 — 4 mm), bordas lisas e
arredondadas (Bergey & Holt, 1994) foram
submetidas a sorologia usando soro polivalente O
(Difco®). As aves que foram a Obito também
tiveram seus drgdos coletados para andlise
microbioldgica.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as aves avaliadas quanto a presenga de
Salmonella antes de iniciar a inoculacdo da cepa de
Salmonella  Gallinarum  tiveram  resultados
negativos. A presenca de sinais clinicos foi
observada apenas nas aves inoculadas a partir do
quarto dia ap6s a administragdo do indculo (13/32).
Garcia et al. (2013), também observaram que os
sinais  clinicos em  galinhas inoculadas
experimentalmente com SG se iniciaram no quarto
dia ap6s inoculacao e alguns foram semelhantes aos
verificados neste trabalho, como apatia, prostracéo,
penas ericadas e diarreia. Além desses sinais
clinicos, também foi observado no presente
experimento que a ave permanecia no canto da
gaiola e com os olhos fechados e relutava em
mover-se, mesmo sendo estimuladas a se
deslocarem. Galos inoculados com endotoxina de
SG tiveram o comportamento alterado 1h ap6s a
inoculagéo por via intravenosa. As aves procuraram
os cantos das gaiolas, ficaram deprimidas,
relutantes em se mover, sonolentas, apresentaram
anorexia e inibicdo em beber 4gua e diarreia
(Kokosharov, 2002).

A morbidade e a mortalidade sdo bastante variaveis
e podem estar relacionadas a fatores como idade e
estado nutricional da ave, estirpe, condi¢do do
rebanho e infecgBes concorrentes (Shivaprasad,
2000). Codornas inoculadas com diferentes
concentracdes de SG apresentaram mortalidade de
58,3% (21/36 aves), sendo o maior indice de
mortalidade no grupo de aves que recebeu
concentragdo alta (10° UFC/mL) (Rocha-e-Silva et
al., 2013). O 6bito de aves infectadas com SG pode
ocorrer dentro de quatro dias ap6s a exposi¢do, mas
geralmente acontece ap6s cinco, podendo persistir
entre dez (Shivaprasad, 2000) a 13 dias (Rocha-e-
Silva et al.,, 2013). No presente trabalho, a
mortalidade (16/32) teve inicio ap6s o quinto dia
apos a inoculagéo e persistiu por 10 dias. Contudo
trés aves sobreviveram a infeccdo, sem apresentar
sinais clinicos e sem isolamento do micro-
organismo nos Orgdos coletados (bago, figado,
pulmao, foliculos ovarianos e ceco).
Provavelmente, essas aves conseguiram debelar a
infeccao.

As lesdes e sinais clinicos observados nas doencas
provocadas por Salmonella spp. sdo em parte
atribuidas a liberagcdo de enterotoxinas, principal
responsavel pela diarreia secretoria, liberacdo de
citotoxina inibindo a sintese proteica e endotoxinas
e LPS responséveis por lesdo na membrana e morte
celular (Zachary, 2013). Vérios fatores bacterianos
(lipopolissacarideos, flagelos, fimbrias e algumas
proteinas da membrana externa) tém sido apontados
como iniciadores na ades&o e/ou invasao do epitélio
do trato alimentar por Salmonella (Berndt et al.,
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2007). O lipopolissacarido (LPS), uma endotoxina
bacteriana, presente na membrana externa das
bactérias Gram-negativas, pode iniciar a resposta
inflamatdria sistémica através da ativacdo de
leucdcitos, estimulando a libertagdo de citocinas
pré-inflamatorias (Garcia et al., 2013).

Ao penetrar no epitélio intersticial da ave,
Salmonella spp. estimula receptores de células
intestinais conhecidas como toll-like receptor 5
(TLR5). Uma wvez ativadas, desencadeiam a
producdo de interleucinas pré-inflamatérias (IL-1,
IL-6 e IL-8), que juntamente com macréfagos,
heterdfilos e células natural killer (NK) fazem parte
da resposta imune inata, a linha inicial de defesa
contra a entrada de salmonela no organismo
hospedeiro (Berchieri Jr & Freitas Neto, 2009).

Contudo, devido a auséncia de flagelos, SG induz
uma pobre resposta imune intestinal inicial
(imunidade inata) (Berchieri Jr & Freitas Neto,
2009), com pouca interleucinas pré-inflamatorias
permitindo a sua entrada no organismo animal sem
dano intestinal, culminando com uma resposta
ineficaz a invasdo e desenvolvimento da doenca
sistémica (Kaiser et al., 2000).

Durante a fase aguda da enfermidade, ocorre uma
rapida multiplicacdo de SG dentro dos fagdcitos,
causando a lise celular e libertacdo da bactéria para
dentro do compartimento extracelular. Isto estimula
uma resposta imune forte e induz uma reacdo
antigeno-anticorpo, que provoca uma endotoxemia,
que pode ser responsavel por sinais clinicos mais
fortes e morte das aves (Garcia et al., 2013).
Segundo Kokosharov (2002), a endotoxina de SG €
um fator chave na patogénese da febre tifoide, pois
esta diretamente relacionada com a viruléncia do
micro-organismo.

O LPS de bactérias mortas se fixa aos eritrdcitos,
modificando sua membrana (Christensen et al.,
1996). O sistema imunolégico do hospedeiro
reconhece a célula como um invasor, destruindo-a
(Berchieri Jr. & Freitas Neto, 2009), provocando
uma perda subita de glébulos vermelhos na
circulacdo (Kokosharov, 2002), culminando com
uma anemia hemolitica aguda. A anemia é um
sintoma patolégico na sindrome da doenca e
decorre da destruigdo extravascular dos eritrdcitos,
podendo ocasionar andxia seguido do Obito
(Assoku; Penhale; Buxton, 1970). Os animais se
apresentam em  colapso, com taquipneia,
taquicardia marcante e sopro anémico (Kerr, 2003).
Provavelmente, a anemia seja a causa da apatia,
prostracdo, permanéncia no canto da gaiola, com 0s
olhos fechados, relutdncia em se movimentar e
sonoléncia.
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A alteragdo no funcionamento intestinal ocasionada
por salmonelas culmina com a perda de peso do
animal durante a infeccdo devido a fraca absorgdo
dos nutrientes. Essa ma absor¢do é acarretada pela
perda e/ou a atrofia das vilosidades do intestino
delgado (Ezema; Onuoha; Chah, 2009). A diarreia
observada em animais acometidos por salmonela
ocorre devido a enterotoxemia que estimula a
liberacdo de IL-8 pelos enterécitos ativando os
macrofagos e a liberagdo de fatores sollveis com a
histamina, serotonina e adenosina que aumentam a
secrecdo intestinal dos ions de cloro e 4gua e
inibem a absor¢do (Gelberg, 2013). Uma vez
ativados, 0s macréfagos iniciam o processo
inflamatdrio com alteracGes vasculares, seguido por
exsudacdo de fluido plasmético e de heterdfilos e
posterior afluxo de células mononucleares
(Andrade; Mesquita; Strighini, 2007).

Os macro6fagos fagocitam o patoégeno (Gantois et
al., 2009) que é capaz de sobreviver (Gahring et
al.,, 1990) e se multiplicar dentro dos mesmos
(Gantois et al., 2009) por até 48h pds-infeccdo
(Setta et al., 2012) e migram através dos vasos
linfaticos para linfonodos mesentéricos regionais
(Zachary, 2013) e através da circulacdo sanguinea
para os demais Orgdos internos (Gantois et al.,
2009; Van Immerseel et al., 2002) causando
septicemia (Vereecken et al., 2001) e a
multiplicacdo bacteriana (Zhang-Barber; Turner;
Barrow, 1999). Sendo possivel encontrar varias
alteracGes patoldgicas em diversos 6rgdos das aves
infectadas por SG.

Neste  estudo, foi  observada  alteragBes
macroscopicas no figado, baco e foliculos
ovarianos das aves com sinais clinicos que foram
eutanasiadas (13/32). Contudo, o bago foi o 6rgdo
mais afetado. Foi observado esplenomegalia e
hemorragia no baco em 84,61% (11/13) e 23%
(3/13), respectivamente. No figado foi observado
hepatomegalia em 15,4% (2/13) e necrose em 23%
(3/13). Enquanto nos foliculos ovarianos foi
verificada hemorragia em 15,4% (2/13) e atrofia em
7,7% (1/13).

Apbs o estabelecimento da infeccdo sistémica, a
ave pode limpar ou controlar a replicacdo da
bactéria. Contudo, quando a replicagdo ndo é
controlada, a salmonela se replica no baco e figado
acarretando a uma acentuada hepatoesplenomegalia
(Chappell et al., 2009). Estudos anteriores
apontaram que as alteragdes macroscépicas do tifo
aviario sdo caracterizadas por aumento do figado e
do baco com A&reas de necrose nesses Orgdos
(Hossain et al., 2006; Ezema; Onuoha; Chah, 2009)
e hemorragia no ovério e nas tonsilas cecais
(Hossain et al., 2006).
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CONCLUSAO

Codornas inoculadas experimentalmente com
Salmonella Gallinarum apresentaram sinais clinicos
e alteragbes macroscdpicas em figado, baco e
foliculos ovarianos semelhantes aos apresentados
por aves comerciais (Gallus gallus) acometidas por
tifo aviario.
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