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Objetivou-se avaliar o rendimento de incubacdo, a capa-
cidade de penetracdo de Sal/monella Enteritidis através da
casca do ovo ¢ a sua habilidade de colonizacdo do trato
gastrintestinal. Foram incubados 400 ovos embrionados
de perus da linhagem BUT, distribuidos em quatro trata-
mentos de 100 unidades experimentais: CC e CCA (ino-
culagdo com placebo na casca ¢ na camara de ar,
respectivamente); IC e ICA (inoculagdo com 4,2 X 104
UFC/mL de Salmonella Enteritidis na casca e na camara
de ar, respectivamente). Os pardmetros de incubacdo cal-
culados foram: fertilidade, eclodibilidade total e de ovos
férteis, relacdo peso do peruzinho pelo peso do ovo. A
presenca de Salmonella foi pesquisada na casca, membra-
na, albume/gema e embrido de dois ovos por tratamento
com um, sete, 14, 21 e 28 dias. Apds o nascimento, foi
determinada a frequéncia de recuperacao do patdgeno no
meconio de todas as aves. As varidveis foram analisadas
pelos testes de ¥2 e de Fischer. Constatou-se que, durante
todo o periodo de incubacdo, o agente manteve-se viavel
em 87,5% e 100% das amostras de casca dos tratamentos
IC e ICA, respectivamente. Houve migracdo para o inte-

RESUMO

rior dos ovos em 33,33% das amostras analisadas no tra-
tamento IC e em 95,45% das amostras analisadas no tra-
tamento ICA. Os parametros de incubag¢do ndo foram
afetados quando o patégeno foi inoculado na casca.
Constatou-se também que a inoculagdo do placebo e Sal-
monella Enteritidis na cdmara de ar determinou baixa
eclodibilidade total ¢ de ovos férteis. Foi verificado que o
tratamento controle da camara de ar reduziu a eclosio
com aumento (P<0,05) na mortalidade embrionaria tardia
em relagdo a inoculacdo do patdogeno na casca. A coloni-
zacdo intestinal pelo patégeno ocorreu em peruzinhos
oriundos da inoculagdo experimental na casca. Conclui-se
que a analise da fertilidade, eclodibilidade ¢ relagdo peso
do peruzinho pelo peso do ovo ndo evidencia a presenca
de Salmonella Enteritidis no incubatério. Entretanto, a
contaminagdo do incubatério pode ser determinada pela
pesquisa de Sal/monella Enteritidis nos componentes do
ovo e no meconio. A metodologia de inoculacdo via ca-
mara de ar influenciou negativamente a eclodibilidade ¢ a
mortalidade embrionaria.

PALAVRAS-CHAVE: inoculacdo experimental; isolamento bacteriano; Meleagridis gallopavo; salmonelose.

ABSTRACT

EFFECTS OF SALMONELLA ENTERITIDIS IN INCUBATION OF EMBRYONATED
TURKEY EGGS

This study aimed to evaluate the incubation performance,
the Salmonella Enteritidis capacity of penetration through
the eggshell and the ability of colonization of the
gastrointestinal tract. Four hundred turkey eggs were
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incubated and distributed into four treatments with 100
experimental units each: CC and CCA (inoculation with
placebo in eggshell and air chamber, respectively), IC
and ICA (inoculation with 4.2 X 104 CFU/mL of
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Salmonella Enteritidis in eggshell and air chamber,
respectively). The parameters of incubation were fertility,
total hatchability and hatchability of fertile eggs, and
relative chick weight to egg weight. Salmonella was
investigated in shell, membrane, albumen/yolk and
embryo of two eggs per treatment at one, seven, 14, 21
and 28 days. After birth, the frequency of recovery of the
pathogen in meconium of all birds was determined. The
variables were analyzed by y-square test (%?) and Fischer
test. During the whole incubation period, the agent has
remained viable in 87.5% and 100% of eggshell samples
in treatments IC and ICA, respectively. There was
migration into eggs in 33.33% and 95.45% of the samples
in treatments IC and ICA, respectively. The parameters of
incubation were not affected when the pathogen was
inoculated in the eggshell. It was also observed that
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inoculation of Salmonella Enteritidis in air chamber
determined low hatchability with higher early embryonic
mortality (P <0.05) than control treatment (CCA).
Furthermore, air chamber control treatment determined
low hatchability (P <0.05) with increase in late
embryonic mortality (P<0.05) comparing to inoculation
in eggshell. The intestinal colonization by the pathogen
occurred in chicks from experimental inoculation in
eggshell. It can be concluded that the assessment of
fertility, hatchability and ratio of chick weight by egg
weight does not show presence of Salmonella Enteritidis
in the hatchery. However, hatchery contamination may be
determined by detection of Sal/monella Enteritidis in egg
components and meconium. The method of inoculation
via air chamber affected hatchability and embryo
mortality.

KEYWORDS: bacterial isolation; experimental inoculation; Meleagridis gallopavo; salmonellosis.

INTRODUCAO

O ovo fertilizado contém a célula reprodutiva
e todo o material nutritivo e de protecdo para o ade-
quado desenvolvimento embrionario de uma ave
(RUIZ & FOLEGATTI, 1995).

O ovo representa um meio propicio para o de-
senvolvimento de microrganismos, sendo necessari-
as diversas barreiras intrinsecas de defesa contra
bioagentes. A cuticula ¢ uma cobertura glicoproteica
da casca, transparente e delgada, que cobre por curto
periodo a superficie externa do ovo, selando 99%
dos poros. A casca e suas membranas constituem
uma barreira fisica rigida que limita a penetracdo de
bactérias, enquanto o albume possui uma série de
substancias antimicrobianas como a lisozima, coal-
bumina e avidina, que impedem a multiplicacdo e o
deslocamento bacteriano (MESSENS et al., 2005).

Embora o ovo seja um excepcional invélucro
natural, a contamina¢do inata de ovos pode ocorrer
como resultado da infec¢do do tecido reprodutivo
durante a formacgao do foliculo da gema e/ou forma-
¢do do albume no oviduto, antes da formacdo da
casca, resultando em transmissdo vertical. Os ovos
contaminam-se também ap6s a formacdo da casca,
durante a passagem pela cloaca ou pelo contato com
as fezes na cama, no material de ninho, maos do tra-
tador, agua, bandejas, cama, piso ou em qualquer lo-
cal contaminado, incubatorios,
caracterizando-se a transmissdo horizontal (HUM-
PREY, 1994; MIYAMOTO et al., 1997; COX et al.,
2000).

Apesar do baixo percentual de ovos positivos
para Salmonella apos a postura, a via de transmissao
vertical € particularmente importante para o proces-

inclusive

so de amplificacdo da contaminacdo durante a incu-
bagdo (GAST, 2003). Um unico ovo contaminado
com Salmonella na incubadora pode disseminar ex-
tensivamente a bactéria no ambiente (BAILEY et
al., 1998).

A penetracdo de Salmonella na casca do ovo e
na membrana da casca pode resultar em transmissao
direta do agente para o embrido em desenvolvimen-
to (GAST, 2003), causando aumento de mortalidade
embrionaria precoce ¢ de ovos bicados com em-
brides vivos e mortos (BUT, 2005b). A transmissao
horizontal também pode ocorrer através de penugens
e residuos de nascimento que liberam Salmonella no
ar que circula nos nascedouros, expondo peruzinhos
durante a eclosdo (GAST, 2003). O reflexo dessa
contaminacdo pode afetar a qualidade das aves, cau-
sando doenca clinica e mortalidade nos primeiros di-
as de vida (BOLELI, 2003).

Inoculacdes experimentais de Salmonella tém
sido conduzidas em diversos estudos, envolvendo
infeccdes em matrizes (MIYAMOTO et al., 1997;
GAST et al., 2004), inoculacdo através da casca do
ovo (PADRON, 1990; BARROS et al., 2001, AN-
DRADE et al, 2008) ou cavidade alantoide
(BRAUN & FEHLHABER, 1995; ANDRADE et
al., 2008). Essas experimentacdes promovem conhe-
cimentos sobre a interacdo do patégeno com o hos-
pedeiro, melhorando a eficiéncia de estratégias de
controle, com impacto significativo na reducao da
frequéncia de transmissdo de doen¢a em humanos
(GAST, 2003).

Baseado nessa expositiva pretendeu-se avaliar
a inoculacdo de Salmonella Enteritidis através da
habilidade do patégeno de migrar para os compo-
nentes do ovo e dos indices de incubagdo, da morta-
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lidade embrionaria e da infeccdo do trato gastrintes-
tinal ao nascimento.

MATERIAL E METODOS

O experimento com ovos embrionados de pe-
rus foi conduzido no Setor de Doengas de Aves, no
Isolamento do Hospital Veterinario e no Laboratério
de Bacteriologia do Departamento de Medicina Ve-
terinaria da Escola de Veterinaria e Zootecnia (EVZ)
da Universidade Federal de Goias (UFG).

Foram utilizados 400 ovos férteis de perus da
linhagem British United Turkeys (BUT), obtidos de
granja de matrizes em inicio de producao, localizada
na regido Centro-Oeste do Brasil. Os ovos foram
transportados em condi¢cdes ambientais ao Laborato-
rio de Doencas de Aves, onde foram pesados, identi-
ficados e distribuidos aleatoriamente em quatro
tratamentos constituidos de 100 ovos ou 100 unida-
des experimentais.

Os tratamentos adotados foram: controle-
casca (CC), inoculado via casca; controle-camara de
ar (CCA), inoculado via camara de ar (ambos
usando como indculo solu¢do salina a 0,85%);
inéculo-casca (IC), inoculado via casca e inoculo-
camara de ar (ICA), inoculado via camara de ar
(ambos usando como indculo uma solucdo 4,2 X
10* UFC/mL de Salmonella Enteritidis. Tal indculo
foi preparado com Salmonella Enteritidis isolada de
amostras oriundas de frangos de corte, segundo AN-
DRADE et al. (2008).

A cepa foi replicada em agar verde brilhante
e incubada a 37°C por 18-20h. Em seguida, as célu-
las foram suspensas em solug@o salina tamponada a
0,85%, mantida a 4°C ¢ em uma concentragdo de
4,2 X 104 UFC/mL, ajustada com auxilio da escala
de Mac Farland (BRADSHAW et al., 1990; FER-
NANDEZ et al., 2001 ). A concentragdo do indculo
foi confirmada por plaqueamento das dilui¢des de-
cimais seriadas em agar verde brilhante, com poste-
rior incubacdo a 37°C e contagem das UFC de
Salmonella Enteritidis.

Os procedimentos de inoculacdo foram reali-
zados com material esterilizado e em camara de se-
guranga bioldgica classe 1.

Os ovos inoculados na casca com Salmonella
Enteritidis (IC) foram expostos ao in6culo por con-
tato com as maos revestidas com luvas descartaveis,
simulando possivel contaminagdo cruzada. Com au-
xilio de uma seringa de tuberculina, 0,1 mL de solu-
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¢éo salina tamponada a 0,85% contendo 4,2 X 10*
UFC/mL foi depositado nas maos revestidas com as
luvas. Cada ovo foi mantido por um periodo de 20
segundos nas luvas contaminadas para que toda a
superficie fosse umedecida. O mesmo procedimento
foi realizado com os ovos inoculados com placebo
via casca (CC) empregando-se solucdo salina a
0,85%.

Os ovos ICA foram inoculados com Salmo-
nella Enteritidis na cdmara de ar. Inicialmente, os
ovos foram desinfetados com solu¢do de iodo a 10%
no local da perfuracdo da casca e, com o auxilio de
uma furadeira com broca de calibre um milimetro,
perfurou-se a casca. Um conjunto de seringa de tu-
berculina de 1,0 mL e agulha de calibre 13 X 0,45
mm foi utilizado para inocular 0,1 mL de solugdo sa-
lina a 0,85%, tamponada e esterilizada, contendo 4,2
X 10* UFC/mL, na cdmara de ar, num angulo de 30°.
Finalmente, os orificios foram vedados com parafina
histologica. O mesmo procedimento foi realizado
com os ovos inoculados na camara de ar com place-
bo (CCA), empregando-se solucao salina a 0,85%.

Imediatamente apds a inoculacdo na casca e
na camara de ar, os ovos foram acondicionados em
seis incubadoras artificiais, modelo IP130 — Pre-
mium ecoldgica com capacidade para 80-100 ovos
por maquina, viragem automadtica a cada quatro ho-
ras e circulacdo de ar forcada através de ventilador.
A temperatura de incubacdo foi ajustada para 37,0 a
37,5°C e a umidade relativa para 62 a 68%, de acor-
do com FRENCH (2005). Para evitar contamina-
coes, principalmente cruzada, os ovos dos grupos
controle e contaminados foram mantidos em salas
separadas, com condi¢des ambientais semelhantes
até a eclosdo.

A cada semana de incuba¢do foram coletados
dois ovos por tratamento que foram imediatamente
processados. A casca foi retirada com o auxilio de
tesouras e pingas esterilizadas e os fragmentos colo-
cados em placas de Petri para pesagem de 1g em ba-
langa de precisdo de 0,01 g e, posteriormente, em
tubos de ensaio de 18X180 cm contendo 9 mL de
caldo selenito cistina (CS). Os tubos inoculados con-
tendo CS foram incubados a 37°C por 24h. O mes-
mo procedimento foi realizado para as seguintes
estruturas: albume/liquido alantéide; membranas ex-
ternas e internas; saco vitelinico/gema; embrides. As
amostras de embrides foram obtidas através de ma-
cerado total de todos os 6rgdos e estruturas.

A pesquisa de Salmonella foi realizada de
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acordo com o proposto em GEORGIA POULTRY
LABORATORY (1997) ¢ BRASIL (2003) com al-
gumas modificagdes descritas a seguir.

Os fragmentos foram retirados, pesados e in-
cubados em caldo selenito cistina a 37°C por 24h
com auxilio de uma al¢a de niquel-cromo. Aliquotas
do caldo foram plaqueadas por esgotamento em es-
trias para meios seletivos (agar MacConkey, Hekto-
en e agar verde brilhante) e incubados a 37°C por
24h. A leitura foi realizada através da selecdo de uni-
dades formadoras de colonias (UFC) com caracteris-
ticas morfoldgicas de Salmonella. De trés a cinco
UFC por placa foram transferidas para tubos conten-
do agar triplice agtcar ferro (TSI), incubados a 37°C
por 24h.

Os tubos de TSI com crescimento sugestivo
de Salmonella foram submetidos ao teste de urease,
producdo de indol e H,S, vermelho metila, motilida-
de, lisina descarbozilase, teste do malonato e citrato.
Isolados com reacdes bioquimicas compativeis com
Salmonella foram submetidos ao teste soroldgico
com soro polivalente anti-O e remetidos a Fundacdo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) em agar nutriente para
confirmacdo do sorovar isolado.

Os ovos foram examinados por ovoscopia
apos 336 horas de incubagdo. Aqueles que ndo apre-
sentaram embrides viaveis foram retirados do pro-
cesso para determinacao do periodo de mortalidade
embrionaria e pesquisa de Salmonella Enteritidis.

Ao final da incubagdo com 660 horas, os ovos
que nao apresentaram embrides viaveis foram que-
brados para avaliacdo da fase de desenvolvimento
embrionario em que ocorreu a morte do embrido.

O periodo de mortalidade foi considerado de
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acordo com as descri¢des: infértil, o ovo com um
denso ponto branco (blastodisco); mortalidade inici-
al com embrides mortos até sete dias; mortalidade
intermediaria com embrides mortos de oito a 22 di-
as; mortalidade final com embrides mortos de 23 a
28 dias.

A eclodibilidade de ovos férteis foi calculada
pelo nimero de ovos eclodidos multiplicados por
100, dividido pelo nimero de ovos férteis. A eclodi-
bilidade total foi calculada pelo ntimero de ovos
eclodidos multiplicados por 100, dividido pelo nu-
mero de ovos totais incubados. A fertilidade foi cal-
culada pelo numero de ovos fertilizados
multiplicados por 100, dividido pelo nimero total
de ovos.

Os ovos e os peruzinhos foram pesados para
determinacdo do percentual do peso do peruzinho
em relacdo ao peso do ovo. Esta varidvel foi calcu-
lada pelo peso médio de peruzinhos multiplicado
por 100, dividido pelo peso médio do ovo.

Os testes de qui-quadrado (¥*) ou exato de
Fisher foram empregados para avaliar a frequéncia
do rendimento de incubagdo, da mortalidade embri-
onaria e de peruzinhos nascidos infectados (SAM-
PAIO, 2002).

RESULTADOS

Os tratamentos nao apresentaram diferencas
(P>0,05) quanto a fertilidade, como ¢ possivel ob-
servar na Tabela 1. A eclodibilidade total e dos ovos
férteis foram diferentes (P<0,05) entre os grupos
inoculados via casca e via camara de ar, indepen-
dente do inoculante (placebo ou Salmonella).

TABELA 1 — Fertilidade, eclodibilidade total e de ovos férteis em ovos oriundos de matrizes de perus
inoculados com Salmonella Enteritidis na casca e na camara de ar

_— Tratamentos
Eclodibthdade e SCA = oY
Mimero % Mimero %a Mimero % Miimero %Ya
Eclod. férteis 281/100a 30.22 fi4/100b 63.74 T6/100a 76 1/95¢ 1,05
Eclod. total 78/100a F6.66 62/100a 61.70 TH100a T7 1/100b |
Fertilidade 97/100a 97.00 97/100a 97.00 94/100a 9400 95f114a 95.00

* Letras diferentes nas linhas indicam diferenca (P<0,05) no teste y?, cc=ovos inoculados na casca com placebo, cca=ovos
inoculados na camara de ar com placebo, ic=ovos inoculados na casca com Sa/monella Enteritidis, ica=ovos inoculados na cdmara de
ar com Salmonella Enteritidis.

ar. A utilizacdo da camera de ar como via de inocu-
lacdo determinou maior mortalidade do que ovos
inoculados na casca com placebo (CC) e inoculados

Foi observada diferenca (P<0,05) entre as vias
de inoculagdo quando se utilizou o placebo (sem
Salmonella) inoculado pela casca e pela camara de
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na casca com Salmonella Enteritidis (IC). Foi veri-
ficada, ainda, reducdo da eclodibilidade (P<0,05),
tanto de ovos férteis quanto total, quando a inocula-

cdo foi realizada pela casca e camara de ar com Sal-
monella Enteritidis (Tabela 1), em relacdo aos pla-
cebos.

100%
80% -
60% A
40% -
20% - 5
a a ]
0% 1
i CCA ICA
@WPRECOCE 2,13% 213% 11,710% 66 ,67%
@ INTERMEDIARIA 1.06% 2,13% 2234% 21.93%
OTARDIA 745% 1383% 2553% 526%

FIGURA 1 — Rendimento de incubacao segundo os tratamentos
* Letras diferentes nas colunas de mesma cor indicam diferenca (P<0,05) no teste exato de Fisher. cc=ovos inoculados na casca com
placebo, ic=ovos inoculados na casca com Salmonella Enteritidis, cca=ovos inoculados na camara de ar com placebo, ica=ovos

inoculados na camara de ar com Sa/monella Enteritidis.

Com relagdo a mortalidade embrionaria, nao
houve diferenca (P>0,05) entre os tratamentos
quando a inoculacdo foi via casca. Quando
Salmonella Enteritidis foi inoculada via camara de
ar, o efeito de perda de eclodibilidade foi agravado e
mais intenso do que quando a inoculacdo foi
realizada pela casca (Figura 1), evidenciando o
efeito protetor da casca do ovo sobre a
contaminacao.

TABELA 2 - Mortalidade embrionaria de ovos
oriundos de matrizes de perus inoculados com
Salmonella Enteritidis na casca e na camara de ar

VIA DE INOCULACAO

Componentes do Inoculado cémara

Inoculado casca

v de ar
Mamero % Mumero %%
Casca TEa &5 &i8a 100
Membrana da casca ff3a 75 Tih 100
Albume / Gema 2Ea 5 it 875
Embtido 1/7a 14,29 ik 100

* Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga (P<0,05)
pelo teste exato de Fisher

Na comparagdo com 0s ovos que receberam o
agente infeccioso na camara de ar, constatou-se
diferenca significativa (P<0,05) nas analises
bacteriologicas das membranas da  casca,
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albume/gema em relacdo aos inoculados na casca,
mostrando que a bactéria migrou para oS
componentes do ovo com mais facilidade quando a
via de inoculacdo foi a camara de ar, refor¢cando o
efeito protetor da casca (Tabela 3). Todas as analises
dos ovos inoculados na casca e cimara de ar do
grupo placebo foram negativas para o patdégeno.

TABELA 3 — Frequéncia de isolamento de
Salmonella Enteritidis nos componentes de ovos
férteis durante a incubagao

VIA DE INOCULACAO

Componentes do Inoculado cémara de

Inoculado casca

Vo ar
Mimero %  Nimero %
Casca Tida 815 &f8a 100
Ta:?;”m o 6/3a 75 Wb 100
Albume § Gema 2Ea 25 Tish &7.5
Embrido 7a 1429 7T 100

* Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga (P<0,05)
pelo teste exato de Fisher

Verifica-se na Tabela 4 que a relacdo peso do
peruzinho pelo peso do ovo esteve entre 69,31% e
73,43%, porém nao houve diferenca (P>0,05) entre
os tratamentos para esta variavel.
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TABELA 4 - Relacdo peso médio do ovo / peso
médio segundo os tratamentos e a via de inoculacdo

cC CCA [ ICA
Peso ovo 86,3 85,9 86,3 85,8
Peso per 63,4 61,9 55,8 71
Relagdio (%) 734 72.1 69,3 827

* Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga (P<0,05);
cc=ovos inoculados na casca com placebo, ic=ovos inoculados
na casca com Salmonella Enteritidis, cca=ovos inoculados na
camara de ar com placebo, ica=ovos inoculados na cdmara de ar
com Salmonella Enteritidis.

Os peruzinhos inoculados na casca com
Salmonella Enteritidis apresentaram colonizagdo
intestinal positiva em 16,22% (6/57) de peruzinhos
eclodidos. Em relacdo aos ovos inoculados na
camara de ar, o unico peruzinho nascido apresentava
colonizacdo intestinal positiva. Nos tratamentos
controles (CC e CCA) nao foram encontradas UFCs
com caracteristicas morfologicas, bioquimicas ou
sorologicas compativeis com Salmonella Enteritidis
(Tabela 5).

TABELA 5 - Resultado bacteriologico de mecdnio
de peruzinhos inoculados experimentalmente na
casca e camara de ar

Via de moculagio Namero Yo
Casca 01/06/57 16,2
Cdmara de ar 0Lnil 100
DISCUSSAO

No processo de incubacdo de ovos de perus,
altos indices de fertilidade sdo os objetivos princi-
pais da producdo. A determinacdo da fertilidade €
uma tarefa importante para monitorar a performance
da equipe de inseminacdo artificial e determinar a
mortalidade precoce (BUT, 2005a). A fertilidade ¢
ainda o parametro que reflete o desempenho de to-
das as etapas do processo, desde a recria de matri-
zes, ao manejo de producdo de ovos, a nutri¢do, o
padrao tecnolégico dos incubatorios e diversos pro-
cedimentos de biosseguridade (PERDIGAO, 2008).

No presente ensaio, todos os tratamentos
apresentaram altos indices de fertilidade (entre 97%
e 94%), adequados para o processo de inseminacdo
artificial na criacdo de perus. Estes resultados estdo
de acordo com BUT (2008), que preconiza como
meta de fertilidade 91,6% na primeira semana de
postura ¢ 95,7% no pico de producdo, que ocorre
cinco semanas depois do inicio do manejo de inse-
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minagao artificial.

As eclodibilidades total e de ovos férteis ino-
culados na casca foram semelhantes entre os trata-
mentos (P>0,05), embora o agente infeccioso
estivesse presente durante todo o processo. Experi-
mento anterior também ndo indicou alteragdes nos
indices de incuba¢ao em matrizes de frangos de cor-
te de linhagens de crescimento rapido e lento inocu-
lados com Salmonella Enteritidis pela casca
(ANDRADE et al., 2008), ou seja, a casca ¢ uma
barreira importante para a interiorizacao da bactéria.

Com relacdo a eclodibilidade prevista para a
linhagem, os parametros encontrados foram inferio-
res a meta de 78,0% na primeira semana de postura
e de 87,4% na sexta semana. Esta diferenca ocorre
pela dificuldade de controle minucioso de tempera-
tura nas condicdes experimentais assinaladas, consi-
derado o fator mais importante para o sucesso de
incubagdo em estagio unico (BUT, 2008).

De acordo com FRENCH (2005), durante a
primeira semana de incubagdo a temperatura deve
ser alta (37,5°C), mas a partir da segunda semana de
incubagdo, o embrido ¢ mais sensivel ao excesso de
calor. No 14° dia, o embrido comeca a produzir ca-
lor que aumenta significativamente nas duas ultimas
semanas, devendo-se reduzir o regime de temperatu-
ra para 37,0°C.

A eclodibilidade foi afetada pela inoculagdo
via camara de ar, tanto com placebo quanto com o
patogeno. Esta técnica pode ser considerada muito
invasiva, uma vez que interferiu no desenvolvimen-
to embrionario e determinou alta mortalidade embri-
onaria. Em experimento realizado por ANDRADE
et al., (2008) com ovos de galinha inoculados na ca-
vidade alantéide com o mesmo patdégeno, os em-
brides foram capazes de se desenvolver e eclodir.

Com relacdo a determinagcdo da mortalidade
embrionaria, utilizou-se a analise de ovos ndo eclo-
didos (embriodiagnostico) (ERNST et al., 2004).
Em bons lotes de incubacdo, ha dois periodos mais
importantes de mortalidade embrionaria: trés a dez
dias e 25 a 27 dias. Alta mortalidade em outros esta-
gios de desenvolvimento pode indicar um problema
agudo durante a incubagdo (BUT, 2005b).

Na inoculacao via casca, ndo foram observa-
das diferencas de mortalidade embrionaria entre os
ovos desafiados ou ndo com Salmonella Enteritidis.
Entretanto, na inoculagdo pela cAmara de ar, o pato-
geno determinou 66,67% de mortalidade precoce
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(P<0,05), o que resultou em menores taxas de eclo-
dibilidade de ovos férteis (0,92%) e de ovos totais
(0,88%).

A partir desses dados, verificou-se que a ca-
mara de ar demonstrou ser um ambiente propicio pa-
ra o estabelecimento ¢ multiplicacdo da Salmonella
Enteritidis. De acordo com LIONG et al. (1997), a
ligacdo entre a membrana externa e interna da casca
¢ ténue e com falhas, permitindo a existéncia e re-
producdo de microrganismos nestes espagcos. Em re-
lacdo a penetragdo bacteriana, as membranas agem
como um filtro; no entanto, a resisténcia das mem-
branas pode ser rapidamente quebrada quando um
indculo com alta concentracdo bacteriana ¢ usado e,
especialmente, quando os ovos sdo mantidos a 37°C
(NASCIMENTO & SALLES, 2003).

A constatacdo de que Salmonella Enteritidis
pode se multiplicar durante a formacdo do ovo passa
a ser ainda mais preocupante do ponto de vista epi-
demioldgico a partir da confirmagdo da presenca do
patébgeno em amostras de s€émen de perus (DO-
NOGHUE et al., 2004). O manejo preconizado em
granjas de matrizes envolvendo a coleta de sémen
em pools de varios machos (BUT, 2006) facilita a
disseminacdo da bactéria no plantel a partir desta
fonte de infeccao.

A bactéria inoculada tanto na casca quanto na
camara de ar permaneceu viavel durante todo o pe-
riodo de incubag@o, migrando para os componentes
internos do ovo. Entretanto, os mecanismos de defe-
sa dos ovos foram suplantados em nimero menor de
amostras quando a via de inoculagao foi a casca, re-
for¢ando que a mesma funciona como barreira fisica
e que suas membranas podem atuar como barreira
quimica, impedindo a interiorizagdo de agentes in-
fecciosos (GANTOIS et al., 2009). Acrescenta-se
ainda que a bactéria permaneceu na superficie e in-
vadiu as membranas da casca na maioria das amos-
tras; contudo, poucas amostras colonizaram o saco
vitelino, o liquido alantéide e, ainda, poucos em-
brides foram positivos para Salmonella Enteritidis.

Varios fatores podem ter influenciado a pene-
tracdo do patdgeno para os componentes do ovo.
SONCINI & BITTENCOURT (2003) afirmaram que
a porosidade, a qualidade da cuticula, a espessura da
casca ¢ a presenca de rachadura e trincas sao fatores
que influenciam a penetragdo bacteriana no ovo.
MESSENS et al. (2005), em artigo de revisao, rela-
taram que existem fatores extrinsecos e intrinsecos
que podem afetar a penetracdo da Sa/monella na cas-
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ca. Dentre os extrinsecos, os autores destacaram a
cepa e a concentracao de bactérias, a temperatura, a
umidade ¢ a presenga de matéria organica; em rela-
¢do aos intrinsecos, a cuticula, as caracteristicas da
casca (integridade, espessura, porosidade, defeitos)
e propriedades das membranas.

Em relagdo a migracdo de Salmonella Enteri-
tidis inoculadas via cadmara de ar, o patdgeno mi-
grou para os componentes do ovo na maioria das
amostras desde o inicio da incubagdo. Ha
controvérsias a respeito da presenca da bactéria no
interior do ovo. MULIARI & ZAVANELLA (1994)
relataram que o albume ndo ¢ um substrato apropri-
ado para o desenvolvimento da Salmonella Enteriti-
dis, o que foi confirmado por OLIVEIRA & SILVA
(2000). Quando a bactéria penetra o ovo atingindo o
albume, ela pode se multiplicar por curto periodo de
tempo e, de forma rapida, ser reduzida numerica-
mente, pois os componentes do albume e o pH sdo
desfavoraveis ao seu desenvolvimento (BOARD &
TRANTER, 1986).

Entretanto, a bactéria esteve presente em
100% das amostras de casca, membrana da casca e
embrido, indicando que o maximo efeito bactericida
do albume ¢ maior somente nos primeiros dias de
incubagdo (SPARKS & BOARD 1985). Uma segun-
da possibilidade ¢ a de que a bactéria pode estar em
posicdo protegida depois de penetrar o ovo. A casca
previne que desinfetantes externos alcancem a Sal-
monella nas membranas ¢ estas protegeriam a bacté-
ria de qualquer acdo antibacteriana do albume
(CASON et al., 1993).

Outro importante indicador do processo de in-
cubacdo ¢ a avaliacdo da relacdo peso do peruzinho
pelo peso do ovo, determinando a qualidade das
aves entregues nas granjas. Tipicamente, o percentu-
al de peso do peruzinho/peso do ovo esta entre 66 a
68%, mas pode ser inferior quando o incubatorio
utiliza tempo de descanso antes da expedi¢ao (BUT,
2005¢; BUT, 2005 d). No presente estudo, a relagao
ovo/peruzinho esteve entre 69,31% e 73,43%, indi-
cando que as aves foram retiradas precocemente das
incubadoras.

A alta relacdo peso do ovo pelo peso do peru-
zinho pode ser prejudicial em granjas de crescimen-
to, pois as aves estdo menos ativas e mais propensas
ao tombamento — aves flip over, isto €, com as patas
para cima (BUT, 2005 d). Entretanto, no presente
estudo, as aves passaram por um periodo de descan-
so antes do alojamento e ndo foi observada a ocor-
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réncia de peruzinhos flip over.

Verificou-se positividade de 16,22% e 100%
dos meconios quando Salmonella Enteritidis foi ino-
culada via casca e via camara de ar, respectivamen-
te. A colonizacdo intestinal positiva para Sa/monella
Enteritidis ao nascimento confirma a suscetibilidade
de perus ao patdogeno, o que esta de acordo com as
observacdes de BERCHIERI JUNIOR & FREITAS
NETO (2009).

Pelo percentual de positividade encontrado
nos componentes do ovo e nos meconio analisados,
pode-se afirmar que o patdgeno se disseminou pelo
organismo e determinou alta colonizacdo intestinal
de peruzinhos que eclodiram. Tais resultados estdo
de acordo com os estudos de DONOGHUE et al.
(2004), que isolaram o sorovar em lotes de perus co-
merciais.

CONCLUSOES

A eclodibilidade e a mortalidade embrionaria
foram afetadas pelo método de inoculagdo e pela
Salmonella Enteritidis.

Salmonella Enteritidis esteve presente na
casca durante o periodo de incubacdo e a eclosdo
migrou para o trato gastrintestinal dos peruzinhos.
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