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Número mais provável (NMP) de Salmonella sp. em cecos
de frangos de corte e correlação com a população linfocitária bursal*

Most probable number (MPN) of Salmonella sp. from ceca
of broilers and bursal lymphocytary population

Vanessa Rodrigues Vieira1, Vladimir Pinheiro do Nascimento1,
Anderlise Borsoi1 & Luciana Ruschel dos Santos2

RESUMO

A contaminação de produtos avícolas por Salmonella tem sido um real desafio à avicultura desde o reconhecimento
da carne de frango e ovos como importantes fontes de transmissão de salmonelas para humanos. O estado imune das aves tem
um papel crítico na defesa contra diferentes patógenos. Lotes de aves com imunossupressão sofrem aumento da incidência de
infecções secundárias e têm seu desempenho afetado negativamente. Entre os patógenos virais aviários que têm capacidade imu-
nossupressora encontra-se o vírus da doença infecciosa da bursa ou doença de Gumboro. Neste estudo, avaliou-se a população
linfocitária bursal através de exame histopatológico e a contagem de Salmonella em cecos de frango de corte através do método
do número mais provável (NMP) buscando-se correlacionar estes fatores. Foram coletados os cecos e as bolsas de Fabricius
(BF) de 347 frangos de corte com 28 dias de idade. Os cecos foram congelados e analisados pela microbiologia convencional
para determinar a presença ou ausência de Salmonella sp e as amostras positivas submetidas à técnica de contagem pelo NMP.
Foram identificadas duas amostras positivas (0,58%) para Salmonella Enteritidis e estas apresentaram 0 e 21 NMP/g, enquanto
os cecos correspondentes apresentaram entre 60-70% de depleção linfocitária. Outros gêneros bacterianos identificados foram
Providencia rettgeri, Proteus mirabilis e E. coli. Os escores histopatológicos evidenciaram depleção linfocitária moderada a severa
nas bursas, porém o isolamento de Salmonella Enteritidis em duas amostras não possibilitou maiores inferências a respeito do en-
volvimento da Doença de Gumboro quanto à persistência de salmonelas no ceco das aves analisadas, sob a presente metodologia.

Descritores: Salmonella, doença de Gumboro, frangos de corte, bolsa de Fabricius, cecos.

ABSTRACT

Salmonella in poultry products has been a real threat to poultry industry since the meat and eggs were implicated in
salmonela transmission to humans. The immune status play an important role on poultry host defense against pathogens. The
increase in bacterial infections susceptibility and poor poultry flock development appears when birds immunosuppression were
present. Infectious Bursal disease virus or Gumboro disease remains important immunosuppressive agent on poultry flocks. In
this study, we analyze the lymphocytary bursal population and, at the same time, the Salmonella presence and quantification
on ceca by the most probable number method (MNP). Three hundred and forty seven 28 days old broilers were selected to
collect the ceca and bursa. The bursal damage was examined by histopathologic method and the ceca analyzed by conventional
microbiology. The positive samples were quantified by MPN method. Two Salmonella Enteritidis positive ceca samples (0,58%)
were obtained in this study, corresponding from 60 to 70% of lymphocytary depletion and 0 and 21 MPN/g. Also, we found
Providencia rettgeri, Proteus mirabilis and E. coli on ceca samples in this work. The bursal lesion scores showed moderate to
severe lymphocytary depletion, however, the small Salmonella isolation in this study cannot provide data to analyze Gumboro
disease and Salmonella persistence on ceca correlation.

Keywords: Salmonella, doença de Gumboro, broiler, bursa, ceca.
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INTRODUÇÃO

O estado imune tem um papel crítico na de-
fesa das aves e diversos patógenos imunossupressores
são freqüentemente endêmicos em regiões de produ-
ção avícola. Lotes de aves com imunossupressão so-
frem aumento da incidência de infecções secundárias
e têm seu desempenho afetado negativamente. Entre
os patógenos virais aviários com capacidade imunossu-
pressora destacam-se os vírus da doença de Gumboro
(DG), da anemia das galinhas (CAV), doença de Marek
e o reovírus. O vírus da DG foi o mais estudado e seu
efeito imunossupressor deve-se ao comprometimento
das respostas imune humoral e celular [25]. O vírus tem
como alvo o tecido linfóide, principalmente os linfócitos
B produtores de IgM, sendo a Bursa de Fabricius (BF)
o órgão mais severamente afetado [18]. Aves imunode-
primidas pelo vírus da DG podem apresentar aumento
na susceptibilidade a outras infecções, incluindo-se a
dermatite gangrenosa, hepatite por corpúsculo de in-
clusão e infecções por bactérias, tais como Escherichia
coli e Salmonella Typhimurium [1,2,12,13,15,21]. A rela-
tiva contribuição da imunossupressão humoral para a
infecção por Salmonella não está claramente definida
[3]. Assim, o presente trabalho teve como objetivo ava-
liar a população linfocitária bursal de frangos de corte
e correlacioná-la com a presença e a contagem de Sal-
monella sp. (método do número mais provável – NMP)
em cecos de aves.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram selecionados 18 lotes de frangos de corte
com 28 dias de idade e destes, 347 aves necropsiadas,
das quais foram retiradas as bolsas de Fabricius (BFs)
e cecos. No 1º dia de idade as aves receberam vacinas
para doença de Marek, bronquite infecciosa e bouba
aviária. Nos dias 7, 14 e 21 foram vacinadas via oral
para doença de Gumboro (cepa intermediária). As Bol-
sas de Fabricius (BFs) foram submetidas a bursometria,
pesagem e fixação em formalina tamponada 10% para
análise histológica. Após a fixação, as BFs foram cli-
vadas transversalmente na região mediana para preser-
var as pregas bursais. Uma fatia obtida de cada BF foi
desidratada, clarificada e impregnada em parafina, sec-
cionada a 5mm e corada pelo método de hematoxilina
e eosina (19). Para interpretação dos resultados, utili-
zou-se o critério de escore histopatológico de BF se-
gundo Muskett et al. [20] adaptado por Pereira [23],
variando de 0 a 5, onde o escore acima de 3 (mais de
69% de depleção linfóide) pode ser significativo de

desafio pelo vírus da Doença de Gumboro. Os cecos
foram coletados de forma pareada, armazenados em
frascos plásticos e congelados a –20ºC, sendo poste-
riormente analisados conforme a técnica microbioló-
gica convencional para determinação de Salmonella
sp. [5]. As amostras de cecos positivas foram submeti-
das à contagem de Salmonella pela metodologia do
NMP modificada [11]. De cada ceco foram pesados
5g de conteúdo e adicionados 45 mL de solução de
tampão fosfato (PBS) e as amostras homogeneizadas
por 1 minuto. Uma alíquota de 25 ml desta mistura
foi retirada e adicionada à 225 mL de água peptonada
tamponada (AP) 1%, sendo então novamente homo-
geneizada por 1 minuto. Após, realizou-se diluições
onde foram utilizadas éries de 9 tubos para cada amos-
tra. Em 3 tubos distribuiu-se 50 mL da mistura (con-
teúdo cecal e água peptonada tamponada 1%), outros
3 tubos receberam 5 mL da amostra e os últimos 3
tubos 0,5 mL da amostra. As três séries de 3 tubos por
amostra foram incubadas a 37°C por 24h. Subseqüen-
temente, 0,1 mL de cada tubo foi repassado para ou-
tros nove tubos com caldo seletivo Rappaport Vassi-
liadis (RV) e 1ml para mais nove tubos com caldo
seletivo Tetrationato (TT) ambos incubados à 42°C
por 24h. As culturas dos caldos RV e TT foram estria-
das em ágar verde brilhante com novobiocina (BGN)
e ágar Rambach e incubadas por 24h à 37°C. Foram
consideradas positivas as placas que apresentaram
colônias compatíveis com Salmonella sp. Estas colô-
nias foram submetidas a testes bioquímicos e soroti-
pagem para confirmação do resultado. Os resultados
de positividade nas placas foram transportados para
as tabelas a fim de obter-se o NMP para cada amostra
[8]. A identificação final das amostras foi realizada no
Instituto Osvaldo Cruz, Rio de Janeiro (FIOCRUZ).

RESULTADOS

Dentre as 347 amostras de cecos de frangos
de corte analisadas, duas amostras (0,58%) foram
positivas para Salmonella Enteritidis, sendo possível
obtenção do NMP em apenas uma das amostras (21
NMP/g). Foram obtidos 40 isolados de bactérias com-
patíveis com Salmonella sp. em meio seletivo ágar
Rambach e ágar BGN, mas posteriormente caracteri-
zadas como Providencia rettgeri, Echerichia coli (lac-
tose negativa), Proteus mirabilis e Echerichia coli. Na
Tabela 1 estão descritos os resultados histopatológicos
(percentagem de depleção linfocitária e escores) e bac-
teriológico das 40 amostras compatíveis com Salmo-
nella sp. encontradas neste estudo.
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DISCUSSÃO

No que se refere ao isolamento de salmonelas
a partir de cecos, alguns fatores podem interferir nos
resultados, como sorovares que apresentam uma fase
estacionária adaptativa, mostrando menor crescimento
celular e aumentando a termotolerância quando na
presença de bactérias competidoras [10,26]. Os micror-
ganismos mantidos em temperaturas de congelamento
ou mesmo temperaturas inferiores à sua faixa ótima
de crescimento poderiam ser considerados dormentes
e, conseqüentemente, não teriam atividade metabó-
lica aparente [22]. Do mesmo modo que o congela-
mento é prejudicial à integridade da célula bacteriana,
o descongelamento sucessivo também atua nas bacté-
rias ao inativar os envoltórios celulares [17]. Os trata-
mentos térmicos aplicados sobre os microrganismos
afetam a viabilidade e sobrevivência das células com
injúrias sub-letais em diferentes extensões. Os danos

estruturais decorrentes do estresse térmico, especial-
mente quanto às barreiras de permeabilidade, podem
impossibilitar a formação de colônias pelas células
bacterianas. Em salmonelas, o tamanho das cadeias
de lipopolissacarídeos parece ter papel na proteção da
membrana externa das mesmas, afetando a sensibili-
dade aos efeitos de aquecimento e congelamento [4].

Além da interferência de temperatura e da pre-
sença de flora acompanhante nas amostras de cecos
para o isolamento de salmonelas utilizadas no pre-
sente trabalho, alguns autores afirmam que a presença
do vírus da Doença de Gumboro (DG) resulta em alta
excreção de salmonelas nas fezes, mas sem aumento
do nível de bactérias nos cecos até seis semanas pós
infecção viral [2,3,7,9]. Seqüencialmente, após seis sema-
nas de infecção pelo vírus da DG, altos níveis de sal-
monelas em cecos e aumento da persistência da bacté-
ria em vários órgãos foram encontrados, confirmando
a persistência da infecção prévia por salmonela [3,14].

Tabela 1. Dados histológicos das bolsas de Fabricius e bactérias compatíveis com Salmonella sp.
isoladas de cecos de frangos de corte.

04/ºN
oãçelpeD%
airáticofnil

erocsE
ocigólotapotsih

oãçacifipiT

1 52< 2 iloc.E )gen.cal(
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1 03 2 iloc.E )gen.cal(
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O exame histopatológico é uma ferramenta impor-
tante para classificação da severidade das lesões da
bolsa de Fabricius (BF), sendo que tal classificação é
feita através de escores que variam de um a cinco [20],
ou através da estimativa da percentagem da depleção
linfocitária bursal, que pode variar de zero até 100%.
Nos três escores de lesões de bolsa de Fabricius encon-
trados neste trabalho, as bactérias Providencia rettgeri,
Echerichia coli (lactose negativa), Proteus mirabilis
e Echerichia coli foram encontradas nos cecos das
respectivas aves. As amostras positivas para Salmo-
nella Enteritidis correlacionaram-se com depleção
linfocitária nas bursas de 60 a 70%, convertendo em
escore histopatológico 3, não significativo de desafio
pelo vírus da Doença de Gumboro de acordo com a
classificação adotada. A bolsa de Fabricius é indispen-
sável ao desenvolvimento e funcionamento do tecido
linfóide periférico e à competência para manutenção
da imunidade humoral. Alguns fatores estressantes,
infecciosos ou não, podem causar depleção de linfó-
citos imaturos, principalmente na bolsa de Fabricius
devido a intensificação da apoptose [16]. A imunossu-
pressão resultante da infecção pelo vírus da Doença
de Gumboro determina implicações na saúde das aves,
que não estão bem determinadas até o momento. Con-
tudo, nas pesquisas envolvendo Salmonella e Doença
de Gumboro, há consenso quanto à falha na sorocon-
versão de IgG contra Salmonella e moderada supres-
são na resposta à vacinas comerciais contra Salmonella
foi evidenciada após a infecção pelo vírus da Doença

de Gumboro [3,6]. Um grupo de frangos corte infectado
com Salmonella Typhimurium (ST) e outro com o
vírus da DG (variante E/Delaware) e Salmonella Typhi-
murium demonstraram diferenças significativas nos
escores de lesões na bursa entre os grupos, atribuídas
à habilidade da variante do vírus da Doença de Gum-
boro induzir lesões na bursa. Os resultados indicaram
a co-infecção ST – DG como possível causadora de
patologias significativas na bolsa de Fabricius, resul-
tando em falha nos anticorpos de resposta contra ST,
especialmente para o isotipo IgG [3]. Danos na bolsa
de Fabricius e imunossupressão nas aves podem tam-
bém ser produzidos pelo estresse ambiental a que as
aves são submetidas durante a criação. Temperaturas
acima ou abaixo da zona térmica de conforto para cada
linhagem estimulam a secreção de hormônio adreno-
corticotrófico (ACTH), aumentando a atividade do
córtex adrenal e da secreção de hormônios esteróides
causadores de apoptose em tecidos linfóides, assim
afetando a maturação da bolsa e diminuindo o percen-
tual de parênquima [16].

CONCLUSÕES

Os escores histopatológicos evidenciaram de-
pleção linfocitária moderada a severa nas bolsas de
Fabricius, porém o isolamento de Salmonella Enteri-
tidis em duas amostras não possibilitou maiores infe-
rências a respeito do envolvimento da Doença de Gum-
boro quanto à persistência de salmonelas no ceco das
aves analisadas, sob a presente metodologia.
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