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RESUMO

MARTINS, Jo&o Carlos Gandara. Acidos organicos e probio6tico na reducéo da
colonizagcdo de Salmonella enterica Heidelberg em frangos de corte. 76p.
Dissertacdo (Mestrado Profissional em Tecnologia de Alimentos) - Universidade
Tecnoldgica Federal do Paran&. Londrina, 2015.

Na industria de alimentos, Salmonella sp. e outros microrganismos patogénicos
representam uma das maiores ameagas como causas potenciais de doencas de
origem alimentar. A Salmonella enterica sorovar Heidelberg (SH) tem grande
importancia para a saude publica, sendo atualmente o sorotipo de maior ocorréncia
nas analises oficiais de controle realizadas no sul do Brasil. Nessa regido estdo
concentrados 0s maiores plantéis avicolas, contribuindo com mais de 60 % da
producdo brasileira de carne de frango. Para auxiliar na prevencdo e minimizar as
infeccbes por bactérias patogénicas, além do atendimento das normas de
biosseguridade no campo e bons programas de higiene e sanitizacdo na
indastria, ha a possibilidade de controle diretamente sobre o plantel avicola. O uso
de &cidos organicos adicionados na dieta das aves possui uma acao antibacteriana.
Por outro lado, o uso de probidticos demonstrou prevenir doencas entéricas. Esta
dissertacéo dividiu-se em dois capitulos e objetivou avaliar a reducéo quantitativa e
qualitativa de SH em frangos de corte. No primeiro capitulo o objetivo foi de coletar
informacdes sobre o coeficiente de prevaléncia da cepa de SH em frangos de corte.
Este coeficiente foi de 100 %, sendo um método adequado para a determinacéo da
frequéncia de salmoneloses em frangos de corte. No segundo capitulo foram
avaliados cinco tratamentos (um controle positivo e quatro testes), com o objetivo de
reduzir a colonizacdo da SH em frangos de corte, utilizando-se acidos orgéanicos e
probiético durante a fase de producdo. Na contagem de SH referente a colonizacéo
do ceco aos 28 dias de idade foram encontradas diferencas significativas (p<0,05)
entre os tratamentos. O tratamento 2 apresentou a contagem de 41 nimeros mais
provaveis de células bacterianas por grama (NMP/g), com menor contagem quando
comparado ao controle positivo (5.106 NMP/g) e ao tratamento 1 (1.354 NMP/g). A
avaliacdo do indice de aves infectadas observou-se diferenca entre os tratamentos.
O tratamento 2 e o tratamento 4 reduziram 58,34 % e 25 %, respectivamente a
guantidade de aves contaminadas com SH. N&o houve efeito dos tratamentos no
desempenho zootécnico. A administracdo de &cidos organicos e probidtico utilizada
no tratamento 2 mostrou-se uma ferramenta eficaz no controle de SH em frangos de
corte aos 28 dias de idade.

Palavras-chave: Saude publica. Coeficiente de prevaléncia. Salmonella. Probiotico.
Acidos organicos.



ABSTRACT

MARTINS, Jo&o Carlos Gandara. Organic acids and probiotic in reducing the
colonization of Salmonella enterica Heidelberg in broiler chickens. 76p.
Dissertation (Professional Masters Degree in Food Technology) - Federal University
of Technology — Parana. Londrina, 2015.

In the food industry, Salmonella sp. and other pathogens represent a major threat as
potential causes of foodborne diseases. The Salmonella enterica serovar Heidelberg
(SH) has a great importance to public health, being currently the most frequent
serotype in the official control analyzes carried out in Brazil's Southern. In this region
are concentrated the largest poultry flocks, contributing over 60 % of Brazilian
production of chicken meat. To help prevent and minimize infections by pathogenic
bacteria, in addition to attend the standards of biosecurity in the field and good
hygiene and sanitizing programs in the industry, there is the possibility to control
directly on the poultry breeding. Use of organic acids added in the diet of the fowls
has an antibacterial action. In the other hand, the use of probiotics has been shown
to prevent enteric diseases. This dissertation was divided into two chapters and
aimed to evaluate the quantitative and qualitative reduction of SH in broiler chickens.
In the first chapter the aim was to collect information on the prevalence rate of SH
strain in broiler chickens. This coefficient was 100 %, being a suitable method for
determining the frequency of salmonellosis in broiler chickens. In the second chapter
five treatments were evaluated (a positive control and four tests), in order to reduce
the colonization of SH in broilers, using organic acids and probiotic during production
phase. In SH count related to the colonization of the cecum at 28 days of age
differences were observed (p<0,05) among treatments. The Treatment 2 showed a
count of 41 most probable number of bacterial cells per gram (MPN/g) with lower
counts when compared to the positive control (5.106 MPN/g) and treatment 1 (1.354
MPN/g). The evaluation index of infected birds, there was a difference between
treatments. In treatment 2, and treatment 4 reduced 58,34 % and 25 % respectively
the number of fowls infected with SH. There was no effect of treatments on the
performance. Administration of organic acids and probiotic used in the treatment 2
proved to be an effective tool in the SH control in broilers at 28 days of age.

Keywords: Public health. Prevalence coefficient rate. Salmonella. Probiotic. Organic
acids.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Volume de exportacdes de carne de frango (%) por estado em 2014 19

Figura 2 - Niveis de pH ao longo do TGl das aves..........ccceeeeeeeeeiiiieeeeceeeiii 20
Capitulo 1

Figura Al - Coeficiente de Prevaléncia de 100 %, demonstrando as aves
desafiadas € SENLINEIAS...........oooviiiiiiii e 48
Capitulo 2

Figura Bl - Coleta de ceco e acondicionamento em embalagem

o RTST <] o) [ U PSSO 61

Figura B2 - Diluicdo seriada; placa MSRV; placa XLD/VB; bioquimica............. 62



LISTA DE TABELAS

Capitulo 2

Tabela 1 - Tratamentos empregados para a reducéo da contaminacgéo por
Salmonella enterica Heidelberg em frangos de corte com diferentes

AAMINISITAGOES ...ttt e e et r e e et e e e e e e e e e e e e e e e e nbnnnnnee snnns

Tabela 2 - Contagem de coldnias no ceco de aves desafiadas com SH e

submetidas a diferentes tratamentos com acidos organicos e probiotico...........

Tabela 3 - Percentual de aves contaminadas com SH aos 28 dias de idade

NOS AIfEreNteS tralAMENTOS. .. .. e

Tabela 4 - Peso médio corporal (g) e desvio padréo de frangos de corte nos

o 1= T O I A I e R ST S B o [ = L=

Tabela 5 — Média e desvio padrdo de ganho de peso diario e converséo

alimentrar Nos diferentes tratamMENTOS. . .....cuve e e

60

64

67
68

69



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E UNIDADES DE MEDIDAS

+ Mais ou menos
X Vezes
% Porcentagem
°C Graus Celsius
ABEF Associacao Brasileira dos Exportadores de Carne de Frango
ABPA Associagao Brasileira de Proteina Animal
APPCC Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
ATCC American Typer Culture Colection
BPF Boas Praticas de Fabricacao
BHI Brain Heart Infusion
CDC Center for Desease Control
CEUA Comisséo de Etica no Uso de Animais
COBEA Colégio Brasileiro de Experimentacédo Animal
CFMV Conselho Federal de Medicina Veterinaria
DNA Acido desoxirribonucléico
Eq. Equacéo
EUA Estados Unidos da América
G Gramas
H Horas
Hab. Habitantes
ISO International Organisation for Standardization
LIA Lysine Iron Agar
m Metros
mL Mililitros
MAPA Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento
MSRV Rappaport Vassiliadis Semisolid Modification
NMP NUumero Mais Provavel
PCR Reacdo em Cadeia da Polimerase
pH Potencial Hidrogenidnico
PHAC Public Healthy Agency of Canada
PPHO Procedimentos Padréo de Higiene Operacional
® Registered
RPC Republica Popular da China
SIM Sulfide Indole Motility Medium
SINDIAVIPAR Sindicato das Industrias Avicolas do Estado do Parana
TGl Trato Gastrointestinal
™ Trade Mark
TSI Triple Sugar Iron
UE Unido Europeia
VB Verde Brilhante

XLD Xylose Lysine Desoxycholate



SUMARIO

LN ERI0] 5101070 TR
L= 101 = L/ 0 1 T
2.1 OBIETIVO GERAL......ooeeeeeeeceeeeeee ettt
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS......c.oooiiieeceeeeeeeee et
3 REFERENCIAL TEORICO.......c.cciieeeteeeeeeteee ettt e e
3.1 MERCADO BRASILEIRO DE CARNE DE FRANGO........c..cccccvevivrarnnn.
3.2 O FRANGO DE CORTE NO SUL DO BRASIL.....covovieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee
3.3 MICROBIOTA DO TRATO GASTROINTESTINAL DAS AVES.................
3.4 CARACTERISTICAS GERAIS DO GENERO Salmonella.........................
3.4.1 Salmonella enterica Heidelberg..............ouuviiiiiiieiiiieeeeeeeeeeeeen
3.5 MICRORGANISMOS NA PLANTA DE ABATE DE FRANGOS DE

3.7 PROBIOTICOS. ..ottt ettt et ettt e e et e e e e e e e eees
3.8 METODOS DE DETECCAO DE Salmonella Sp. ......cccccoveveveeeereeeenennaee,
REFERENCIAS. ...ttt ettt e et e e e e et e e e e e e eeeeee e
CAPITULO 1 - PREVALENCIA DE Salmonella enterica Heidelberg EM

FRANGOS DE CORTE oottt ettt ee et e e e eee e
RESUMO . ...ttt ettt e e et e et e et e et e et e et et n e
AB ST RA CT . ettt e et ettt e
4 INTRODUGAO.......oi ittt ettt e et stesee e e e
5 MATERIAL E METODOS. ..ot eeee e,
5.1 MATERIAL. ..ottt ettt ettt ettt et e e
5.2 LOCAL ..ttt ettt
5.3 AMBIENTE ...ttt ettt et ettt e et e e et et e e e et e e e e e
5.4 MANEJOS EXPERIMENTAIS ..ot
5.5 PREPARO DO INOCULO DE Salmonella enterica Heidelberg E
DESAFIO DAS AVES. ...ttt e
5.6 MONITORAMENTO DA CAMA ATRAVES DE SWAB DE PROPE..........
5.7 COLETA DE MATERIAL E ANALISE MICROBIOLOGICA........cccveveeen...
5.8 ESTUDO DE PREVALENCIA . ......o oottt eee e
6 RESULTADOS E DISCUSSAO. ...ttt
7 CONCLUSAO. ..ottt ettt e ettt ee e e
REFERENCIAS. ..ottt ee e et e e e e et e e e
CAPITULO 2 - AVALIACAO DE ACIDOS ORGANICOS E PROBIOTICO

PARA REDUCAO DE Salmonella enterica Heidelberg EM FRANGOS DE

AB ST RA CT ittt et e e e e e e e e e e e e e e ettt aaaaaaaaaaaaaaas
8 INTRODUGAOD. ...ttt sttt et e eaenn e,
9 MATERIAL E METODOS.......ccoiiiieeeite ettt
Q. L MATERIAL. ..ottt e e e e e e aaeaeeas
0.2 LOC AL ..ttt e e e ettt e et aaaaaaaaaeaa e e e rarareerenn
Q.3 AMBIENTE. ...ttt e e e e aaaaa e
9.4 MANEJOS EXPERIMENTAIS. ....ootiiiiiiiiieeeee ettt
9.5 PREPARO DO INOCULO DE Salmonella enterica Heidelberg E
DESAFIO DAS AVES ... .ottt eeaeaaaee e



9.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL.....eititeeee oottt eeeeeeeee e 59
9.7 MONITORAMENTO DA CAMA ATRAVES DE SWAB DE PROPE........... 60
9.8 COLETA DE MATERIAL. ..ottt ettt ettt 60
9.9 PROCEDIMENTO DE CONTAGEM DE Salmonella enterica Heidelberg
PELA TECNICA DE NUMERO MAIS PROVAVEL POR GRAMA

(LY L=7/¢) TR 61
9.10 INDICE DE AVES CONTAMINADAS COM Salmonella enterica

[ [T T0 1= 01T o PP TRPRRP 62
9.11 DESEMPENHO ZOOTECNICO.......ueeeeeeeeee et e e eeeeeseeaeaeeeaea s 63
9.12 ANALISE ESTATISTICA .. oot 63
10 RESULTADOS E DISCUSSAO. ....eeieeeeeeeeeee et 63
10.1 CONTAGEM BACTERIANA NO CECO ..o 64
10.2 INDICE DE AVES CONTAMINADAS COM Salmonella enterica

HEIAEIDEIG. ..o 66
10.3 DESEMPENHO ZOOTECNICO DAS AVES......oee oo 68
11 CONCLUSAO. ..ottt ettt ettt et et et e e 70

REFERENCIAS. ...ttt e e et e e et e e et e e e e e e e eria e e e 71



15

1 INTRODUCAO

A busca por alimentos seguros é fator decisivo para a compra de um produto
carneo por parte dos consumidores, que esperam que haja auséncia de patdgenos e
que o produto esteja em niveis seguros do ponto de vista microbiolégico para o seu
consumo, de acordo com a legislacao vigente.

Na industria de alimentos, Salmonella spp., Campylobacter spp. e Escherichia
coli representam as maiores ameacgas como causas potenciais de doencas de
origem alimentar no ser humano (KEMP et al., 2001).

A Salmonella destaca-se com grande importancia na saude publica, pela sua
ampla e variada ocorréncia ho homem e em animais como aves, répteis e
mamiferos. Nesse contexto, as aves ocupam 0 ponto importante na epidemiologia
das salmoneloses entéricas, sendo reservatérios de grande relevancia sanitaria e de
dificil controle (BORSOI et al., 2010).

No Brasil, de 2000 a 2014, houve mais de 9.700 surtos de doencas
transmitidas por alimentos, e Salmonella spp. estava presente em 38,2 % dos surtos
em que foi possivel identificar o agente etiolégico (BRASIL, 2014). A ingestao de
alimentos e agua contendo células viaveis da bactéria € a via mais comum de
infeccédo do hospedeiro (OMWANDHO; KUBOTA, 2010).

Salmonella enterica subespécie enterica (S.) sdo transmissiveis dos animais
para os seres humanos (VAILLANT et al.,, 2005), e muitos sorovares, incluindo o
Heidelberg, sdo responsaveis por doencas ligadas a alimentacdo que causam
gastroenterite localizada, com o aumento das taxas de resisténcia a varios agentes
antimicrobianos (ZHAO et al., 2008).

Atualmente, na avicultura nacional, Salmonella enterica Heidelberg tem sido
encontrada em frangos de corte e na linha de producdo de abate. De acordo com
Salles et al. (2002), a producéo de alimentos isentos de bactérias patogénicas € uma
tarefa dificil de ser realizada na pratica, mesmo com a aplicagdo das Boas Praticas
de Fabricacao (BPF) e dos Procedimentos Padrao de Higiene Operacional (PPHO)
nas industrias de alimentos, que sao processos fundamentais para a garantia da
qualidade e para programas como 0 Analise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC).

Como monitoramento de estabelecimentos produtores de frangos de corte,

realiza-se o disposto no Oficio Circular n°® 01 de 15 de Janeiro de 2009, do Ministério
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da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), utilizando-se pool de dois swabs
de arrasto por galpdo, ou pool de cem amostras de fezes frescas. Quando o
resultado for conhecido como positivo, deve ser informado no boletim sanitario que
acompanha o lote para o abate (BRASIL, 2009).

Para que se minimize a presenca de Salmonella sp. na linha de abate de
frangos de corte, através de lotes positivos ou suspeitos, sdo necessarios esfor¢cos
em nivel de campo, ou seja, lancar mao de ferramentas como acidos organicos e
probioticos que auxiliem na reducdo da contaminacdo do trato gastrointestinal da
ave.

O aumento da pressao pelos consumidores e agéncias reguladoras para
reducdo, ou até mesmo a eliminacdo do uso de antibiéticos na alimentacdo de
animais de producédo, tém criado a necessidade de encontrar alternativas para a
manutencao da saude dos animais de producdo (WOLFENDEN, et al., 2007).

Para auxiliar na prevencdo e minimizar as infecgdes por bactérias
patogénicas, acidos organicos podem ser adicionados na dieta das aves, pois estes
alteram o potencial Hidrogeniénico (pH), passando a ter uma acédo antibacteriana,
particularmente contra bactérias gram-negativas (OSTERMANN et al., 2005).

A utilizacdo de algumas bactérias acido-laticas como probiéticos tém sido
propostas para o uso em frangos de corte. Estas bactérias probiéticas demonstraram
prevenir doencas entéricas, bem como, melhorias na saude dos frangos de corte
(TELLEZ et al., 2006).

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi reduzir a colonizagdo de Salmonella
enterica Heidelberg em frangos de corte, por meio da administracdo de &acidos
organicos e probiético comerciais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os obijetivos especificos deste trabalho foram:



17

e Obter informacdes sobre o coeficiente de prevaléncia da cepa de
Salmonella enterica Heidelberg inoculada em pintos de corte no 2° dia de
vida;

e Avaliar quantitativamente a presencga de S. enterica Heidelberg no ceco de
frangos de corte, apds uso de acidos organicos e probiotico;

e Avaliar qualitativamente (presenca ou auséncia) S. entérica Heidelberg em
frangos de corte apds o uso de acidos organicos e probiotico;

e Avaliar qualitativamente (presenca ou auséncia) S. enterica Heidelberg na
cama de frango ap0s 0 uso de acidos organicos e probiotico;

e Apontar o melhor tratamento para reducdo da colonizacdo de S. enterica
Heidelberg em frangos de corte, utilizando-se acidos orgéanicos e
probiotico;

e Avaliar o desempenho zootécnico apds o uso de &cidos organicos e

probidtico.

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 MERCADO BRASILEIRO DE CARNE DE FRANGO

O sucesso da producéo avicola brasileira € resultante da combinacdo entre
alta tecnologia de ambiéncia, genética e alimentacédo a base de milho e soja, em um
sistema integrado entre produtores e frigorifico (ABPA, 2015).

Devido a alta qualidade de seus produtos e a grande variedade de cortes e
industrializados, o Brasil vem despontando no mercado avicola mundial, mostrando-
se dindmico, competitivo e disposto a adequar 0s processos produtivos as
exigéncias deste segmento. Neste ambito, os frangos de corte representam um
importante segmento dentro da avicultura brasileira (SANTOS FILHO et al., 2011).

Fatores como a percepcdo da seguranca quanto a origem, qualidade,
sanidade e preco contribuiram para aumentar a produtividade no setor e conquistar
tanto o mercado interno quanto o externo (BRASIL, 2014).

De acordo com a Associacdo Brasileira de Proteina Animal - ABPA (2015),
em 2014, o Brasil produziu 12.691 milhdes de toneladas de carne de frango. Neste

mesmo ano, 0 consumo per capita, foi de 42,78 kg/hab. Esse volume produzido
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colocou o pais novamente, como terceiro colocado na produ¢do mundial de carne de
frango, ficando atras dos Estados Unidos da América (EUA), e da Republica Popular
da China (RPC), os quais abateram respectivamente 17.254 e 13.000 milhfes de
toneladas de carne de frango (ABPA, 2015).

Para que o pais tivesse um acréscimo de 61,8 % na producdo de carne de
frango, passando de 7.843 milhdes de toneladas em 2003 para 12.691 milhdes de
toneladas em 2014 (ABEF 2003; ABPA, 2015), foram necesséarias melhorias
constantes na producédo das aves no que se refere a qualidade.

No que tange a exportacdo, o Brasil manteve a posicdo de maior exportador
mundial de carne de frango em 2014, com um volume exportado de 4.099 milhdes
de toneladas, estando a frente dos EUA e Unido Europeia (UE), com volumes de
3.297, e 1.100 milhdes de toneladas, respectivamente. Os principais destinos do
produto brasileiro sdo Oriente Médio, Asia, Africa e UE (ABPA, 2015).

3.2 O FRANGO DE CORTE NO SUL DO BRASIL

A instalacdo da avicultura na Regidao Sul do Brasil foi estratégica, pois a
cadeia de frango nesta regido tornou-se viavel com a existéncia de alguns fatores,
como a cultura de soja e milho essenciais para a producédo de racédo, e estrutura
agraria formada por pequenos produtores, o que facilitou a integracédo vertical por
empresas lideres no mercado (SILVA, 2005).

Os estados do sul do Brasil contribuem com 63,46 % da producao brasileira de
carne de frango. O estado do Parana contribui com 32,26 % da producdo, estando a
frente de Santa Catarina com 16,96 %, e o estado do Rio Grande do Sul com 14,24 %
(ABPA, 2015). Destes estados, em 2014, o Parana foi responsavel pela exportacdo de
1.287 milhdes de toneladas de carne, Santa Catarina 979 milhdes de toneladas, e o
Rio Grande do Sul 733 milhdes de toneladas, representando um total de 2.999
milhdes de toneladas de carne exportadas (SINDIAVIPAR, 2015).

O volume exportado por estes trés estados pode ser verificado na Figura 1,

bem como a representatividade das exportacdes frente aos demais estados.
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Figura 1: Volume de exportacBes de carne de frango (%) por estado em 2014
Fonte: ABPA (2015)

3.3 MICROBIOTA DO TRATO GATROINTESTINAL DAS AVES

A microbiota intestinal das aves € composta de inlUmeras espécies de
bactérias, formando um sistema complexo e dinamico responsavel por influenciar
fatores microbiolégicos, imunolégicos, fisiologicos e bioquimicos no hospedeiro
(TANNOK, 1998). Ela tem importantes funcdes no trato gastrointestinal (TGlI), tais
como a criagdo de um ambiente &cido e com baixos teores de oxigénio, dificultando
a sobrevivéncia de outras bactérias, e de impedir a aderéncia de bactérias
patogénicas formando uma estrutura filamentosa ao longo do intestino (MACARI,
2001).

A adesao é essencial para a patogenicidade da bactéria, sendo este evento
mediado por adesinas. Estas estruturas reconhecem receptores presentes nas
células do hospedeiro, pelos quais possuem tropismo. Ainda, as adesinas possuem
capacidade de ativar linfécitos B e neutrofilos, que resulta em uma variedade de
respostas biolégicas incluindo proliferacdo celular e secrecdo de citocinas
(EDWARDS; PUENTE, 1998).
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No papo existe a predominancia de Lactobacillus sp., que produzindo &cido
latico e acético impedem o crescimento de outras bactérias (AMIT-ROMATH et al.,

2004). A Figura 2, demonstra os diferentes niveis de pH ao longo do TGI das aves.
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Figura 2: Niveis de pH ao longo do TGI das aves.
Fonte: Adaptado de BRI (2015).

Durante o processo produtivo, as aves passam por diversas etapas da criacao
até chegarem a fase final, mas os cuidados ndo podem ser finalizados quando
chegam ao peso de abate. A preocupacdo deve estender-se para as proximas
etapas como: jejum pré-abate; apanha; carregamento e transporte; recepgdo e
tempo de espera; descarregamento e pendura. Segundo Mendes (2001), o jejum
pré-abate pode determinar um aumento na quantidade de bactérias patogénicas no
papo das aves.

O jejum pré-abate é uma etapa do processo de producdo em que a ave fica
sob restricdo de alimentacdo e agua, para que ocorra 0 esvaziamento do TGl
(NORTHCUTT et al.,, 2003). Com um aumento na duragdo do jejum e maior
permanéncia das aves no aviario, pode ocorrer uma incidéncia ainda maior de
Salmonella sp. no papo das aves. Além do papo das aves, com a retirada da
alimentacdo, para realizar o jejum pré-abate, h4& um aumento nas populaces de
Salmonella sp. no ceco de frangos de corte (HUMPHREY et al., 1993; RAMIREZ et
al., 1997).

O transporte de animais vivos tem implica¢cdes importantes tanto econémicas

guanto relacionadas ao bem estar das aves (GRANDIN, 1993).
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3.4 CARACTERISTICAS GERAIS DO GENERO Salmonella

O Género Salmonella pertence a Familia Enterobacteriaceae e compreende
bacilos gram-negativos ndo produtores de esporos. Sdo anaerobios facultativos,
produzem gas a partir de glicose (exceto S. enterica Typhimurium) e sdo capazes de
utilizar o citrato como Unica fonte de carbono (FORTUNA e FRANCO, 2005).

Esse género é composto por duas espécies, Salmonella enterica, comumente
isolada do homem e de animais de sangue quente e Salmonella bongori,
usualmente isolada de animais de sangue frio (GUIBOURDENCHE et al., 2010;
ANDREATTI FILHO; OKAMOTO, 2013).

Salmonella enterica possui seis subespécies expressas por nomes e
algarismos romanos, as quais apresentam diferencas bioquimicas e gendmicas
entre si: S. enterica subespécie enterica (I), S. enterica subespécie salamae (ll); S.
enterica subespécie arizonae (llla), S. enterica subespécie diarizonae (llIb), S.
enterica subespécie houtanae (IV), e S. enterica subespécie indica (VI), enquanto
que S. bongori apresenta apenas a subespécie bongori (V) (GUIBOURDENCHE et
al., 2010).

Segundo Brenner (2000), dentro da espécie S. enterica subgrupo I, estdo os
sorogrupos mais comuns, A, B, C1, C2, D e E, sendo que as cepas deste grupo
causam aproximadamente 99 % de infeccdes em humanos e animais de sangue
quente.

Para a distincdo dos sorovares, sdo utilizados antissoros que reagem com
antigenos presentes na célula bacteriana. Existem trés tipos de antigenos diferentes
que podem identificar os sorovares de Salmonella sp.: antigeno somético (O),
antigeno flagelar (H) e o antigeno capsular de viruléncia (Vi) (FRANCO;
LANDGRAF, 1996).

O paratifo aviario ou infeccdes paratifoides sdo termos usados para definir a
infecc@o por determinados sorovares ndo adaptados as aves, aos quais, até por ndo
possuirem preferéncia por um hospedeiro em especial, podem causar toxinfeccdes
alimentares em humanos. Com excecdo de S. pullorum, S. gallinarum e de
Salmonella enterica subespécie arizonae, qualquer outra salmonela podera estar
envolvida na etiologia do paratifo aviario (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO,
2009).
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3.4.1 Salmonella enterica Heidelberg

No Brasil, desde 1962, a Salmonella enterica Heidelberg tem sido detectada
em aves e produtos derivados (HOFER; SILVA FILHO; REIS, 1997). Alguns
sorovares mais comumente encontrados em aves sdo: S. enterica Enteritidis, S.
enterica Typhimurium, S. enterica Derby, S. enterica Heidelberg, S. enterica
Senftenberg, S. enterica Agona e S. enterica Mbandaka. A S. enterica Enteritidis e S.
enterica Typhimurium estdo entre as mais prevalentes em galinhas e tem grande
importancia para a saude publica (BACK, 2010).

A S. enterica Heidelberg alterna com a S. enterica Enteritidis a prevaléncia de
segundo ou terceiro sorovar isolados em humanos no Canada, sendo um importante
agente sob vista da saude publica (DEMEZUK et al., 2003). Neste pais, foram
detectados 21 diferentes sorotipos entre os 82 casos endémicos ocorridos, para o
qual o sorotipo foi conhecido. De um total de 82 casos, 53 (64 % dos sorotipos) eram
compostos por trés principais sorotipos, S. enterica Enteritidis, S. enterica Heidelberg
e S. enterica Typhimurium (PHAC, 2009).

Nos EUA a Salmonella enterica Heidelberg € o quarto sorovar mais isolado
em casos de salmonelose em humanos (CHITTICK et al., 2006).

S. enterica Heidelberg isoladas de amostras coletadas em abatedouros de
frangos de corte possuem a capacidade de serem hidrofébicas e de formarem
bioflme em superficie, o que pode induzir a uma permanéncia desses
microrganismos no ambiente de processamento na industria e, consequentemente,
uma maior chance de transmissdo aos alimentos, com riscos ao consumidor
(RODRIGUES et.al., 2009).

Segundo Souza (2015) S. enterica Heidelberg é atualmente o sorotipo de
maior prevaléncia nas analises oficiais de controle realizadas no sul do Brasil, regido
onde estdo concentrados os maiores plantéis avicolas no pais. A prevaléncia deste
sorotipo foi de 20 a 33 % do total de amostras positivas de Salmonella spp. entre
2012 a 2014.

3.5 MICRORGANISMOS NA PLANTA DE ABATE DE FRANGOS DE CORTE

Os microrganismos mais comumente encontrados em carcagas de frangos

sdao: Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus, Listeria
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monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Aeromonas hydrophila e Clostridium
perfringens. Esses microrganismos causam reducao na vida util, pois deterioram a
carcaca e podem ser nocivos a saude publica, jA que podem causar intoxicacdes
alimentares (LEITAO, 2001).

O processo higiénico-sanitario de abate de frangos foi avaliado por Dickel
(2004) em trés matadouros na regido Sul do Brasil. O autor relatou que carcagas pré
e poés chiller apresentaram, respectivamente, 31,7 % e 20 % de positividade, sendo
identificados os sorovares Heidelberg (63,9 %), Enteritidis (31,9 %), Worthington (2,1
%) e Tennessee (2,1 %).

Na industria alimenticia, as toxinfec¢des alimentares sdo muito preocupantes
e a salmonelose €é considerada uma das mais frequentes. Em aves, essas infeccdes
sdo responsaveis por uma variedade de doencas agudas e cronicas (CARDOSO;
TESSARI, 2008).

A maior frequéncia de Salmonella spp. na linha de abate de frangos de corte
foi relatada apdés o chuveiro de lavagem das carcacas, localizado entre a
evisceracdo e o pré-resfriamento, e menor contaminacdo na saida do pré-
resfriamento, demonstrando a importancia do monitoramento de diferentes pontos
criticos de controle eventualmente identificados (VON RUCKERT et al., 2009).

De acordo com Colla et al. (2012), a bactéria do Género Salmonella foi
isolada em frangos de corte ap0s a saida da depenadeira, € na agua do chiller,
indicando que embora ndo tenha sido realizado o isolamento em outros pontos da
linha de abate, a bactéria estava presente e poderia ocorrer contaminagéo cruzada
com carcacas prontas para o consumo, podendo assim, gerar reflexos na saude
publica. Dentre as salmonelas que causam infeccdes em humanos, a S. enterica
Heidelberg parece ser mais invasiva e causar doencas com maior gravidade que

outros sorovares paratificos (PHAC, 2007).

3.6 ACIDOS ORGANICOS

Os acidos organicos sdo constituintes naturais de plantas e animais. Alguns
podem ser formados através da fermentacdo microbiana no intestino e outros nas
rotas metabdlicas intermediarias (LEHNINGER et al. 1993).

Como grupo quimico, os acidos organicos sao considerados como sendo

qualquer substancia de estrutura geral (R-COOH), gerando grupos de compostos
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relacionados, conhecidos como derivados dos acidos carboxilicos, como os
aminoécidos, 4cidos graxos, coenzimas e metabolitos intermediarios (SOLOMONS;
FRYHLE, 2002). Acidos com 4 carbonos ou menos (acético, butirico, formico e
propidnico) sao liquidos em temperatura ambiente e misciveis em &agua
(CHERRINGTON et al., 1991).

O principal mecanismo de agéo dos acidos refere-se a teoria dos acidos
fracos, exercendo atividade antimicrobiana devido a reducdo do pH no interior da
célula microbiana (CHERRINGTON et al., 1991).

A teoria dos &cidos fracos foi discutida por Stratford et al. (2009), que em seus
estudos demonstram que nem todos os acidos necessitam reduzir o pH no
citoplasma para exercer sua atividade antimicrobiana. Ao utilizar o acido sorbico,
observa-se que concentracfes inibitérias deste &cido ndo reduzem o pH
citoplasmatico e acredita-se que a membrana citoplasmética seja o primeiro sitio de
acdo deste acido. A lesdo da membrana, a perda da sua integridade e o aumento a
permeabilidade a proétons, levam a morte do microrganismo.

Os acidos organicos possuem um efeito antibacteriano especifico semelhante
ao dos antimicrobianos, sendo particularmente efetivos contra Salmonella sp.,
Escherichia coli e Campylobacter sp. (DIBNER; BUTTIN, 2002; RICKE, 2003).

A utilizacdo de um tratamento com uma combinacdo de mistura acidos
organicos com Oleos essenciais, reduziram populagdes de células de Salmonella
enterica Enteritidis em amostras cloacais de aves infectadas quando comparado
com um grupo controle, podendo ser importante como um programa de controle de
salmoneloses (BORSOI et al., 2011).

A eficacia de uma mistura de acidos organicos (5,7 % de acido latico e 0,7 %
de acido acético) contra Salmonella e Campylobacter foi avaliada in vitro, e mostrou
que estes acidos sao eficientes em eliminar estas bactérias. Porém quando testados
na dieta de frangos, os autores observaram que o produto foi mais eficiente em
eliminar Campylobacter sp. do que Salmonella sp. (HERES et al., 2004).

Testes realizados para resisténcia a antimicrobianos revelaram que todas as
cepas de Salmonella enterica Heidelberg apresentaram multirresisténcia. Este
sorotipo apresentou maiores percentuais de resisténcia a ceftriaxona e de ceftiofur,
usados para o tratamento de salmonelose humana (MEDEIROS, 2011).

De acordo com Vattay et al. (1988), observou-se que a presencga de acidos

organicos no intestino pode aumentar a producdo de muco, seja pela estimulagéo
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dos receptores quimicos conectados aos nervos colinérgicos ou por efeito direto nas
células caliciformes.

Nava et al. (2009), utilizando técnicas de biologia molecular (Reacdo em
Cadeia da Polimerase - PCR) indicaram que o uso de acidos organicos na agua de
frangos por 22 dias consecutivos afetam a populagdo microbiana no ileo.

O tratamento da agua de bebida com uma mistura de acidos organicos (acido
férmico, acido propionico e &acido butandico) também promoveu reducdo na
transmissdo horizontal de Salmonella sp. em um experimento onde foram
misturados animais infectados e néo infectados com Salmonella sp. e observou-se
uma reducdo na quantidade de Salmonella sp. presente no swab de arrasto, no
papo e no ceco dos frangos de corte infectados aos 49 dias de idade (HOFACRE;
MATHIS, 2007).

A utilizacdo de uma combinacdo de acido formico com &cido propiénico que
resultando em 2 % de incluséo na dieta de pintos de postura com 1 dia, reduziu a
colonizacdo de Salmonella enterica Pullorum no papo e cecos, bem como a
excrecao dessa bactéria, havendo também reducéo da mortalidade ap6s 3 semanas
de tratamento em aves experimentalmente desafiadas no terceiro dia com 104
UFC/mL/ave de S. enterica Pullorum (AL-TARAZI; ALSHWABKEH, 2003).

Em frangos positivos para Salmonella enterica Heidelberg tratados com
componentes ndo farmacéuticos, dentre eles, acidos organicos, houve reducéo
significativa da porcentagem de culturas positivas no papo, quando comparado a

frangos de um grupo controle (ALALI et al., 2013).

3.7 PROBIOTICOS

Probidtico foi definido inicialmente, como substéncias produzidas por
microrganismos que estimulam um ao outro (LILLY; STILLWELL, 1965).
Posteriormente o termo foi usado para definir suplementos para animais que
produzem efeitos benéficos sobre o animal hospedeiro (PARKER, 1974).

Probidticos sdo definidos como suplementos alimentares compostos de
microrganismos vivos que atuam no animal hospedeiro otimizando seu balango
intestinal microbiano (FULLER, 1989). De acordo com a definicdo adotada pela FAO
(2001), probidticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em

quantidades adequadas podem conferir um beneficio a saude do hospedeiro.
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Mais precisamente, os probidticos sdo microrganismos vivos ndo patogénicos
e ndo toéxicos na natureza, a qual, quando administrada por via digestiva séo
favoraveis para a saude do hospedeiro (GUILLOT, 1998). Esses sdo reconhecidos
como cepas especificas de culturas de microrganismos vivos que produzem
beneficios ao organismo hospedeiro, sendo isoladas do intestino de animais adultos
saudaveis, geralmente da mesma espécie a qual ser4 administrado (O'DEA et al.,
2006).

Os probidticos estdo sendo utilizados para melhorar a salude de aves e,
subsequentemente, resultam em melhor produgcédo (PANDA et al., 2003). De acordo
com Gabriel et al. (2006), Lactobacillus sp., assim como Streptococcus sp. e alguns
coliformes, podem ser encontrados no intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo)
onde o pH esta mais proximo da neutralidade.

As espécies mais utilizadas no preparo de probibticos sdo: Lactobacillus
bulgaricus, L. acidophilus, L. casei, L. lactis, L. salivarius, L. plantarium, L. reuteri, L.
johonsii, Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecium, E. faecalis,
Bifidobacterium spp., Bacillus subtilis e B. toyoi (RAMOS, 2009).

De acordo com Ferreira et al. (2010), os probiéticos possuem efeitos diretos
na mucosa intestinal, como inibicdo da multiplicacdo de patégenos microbianos,
crescente aumento das juncdes epiteliais e modificacdo da permeabilidade intestinal,
modulacdo da resposta imune e das células imunes da mucosa intestinal, secre¢ao
de produtos antimicrobianos e decomposicdo dos antigenos luminais patogénicos.

Uma ocorréncia crucial no desenvolvimento dos probioticos foi a descoberta
de que pintos de corte recém-nascidos poderiam ser protegidos contra a colonizacao
por Salmonella enterica Enteritidis dosando-se uma suspensdo de conteudos
intestinais derivados de frangos adultos saudaveis, chamado de excluséo
competitiva (NURMI; RANTALA, 1973).

Probidticos em frango de corte mantém a microflora intestinal pela excluséo
competitiva e antagonismo (FULLER, 1989; KABIR et al., 2005; KIZERWETTER;
BINEK, 2009), alterando o metabolismo, aumentando a atividade da enzima
digestiva e diminuindo a atividade da enzima bacteriana e producdo de amoniaco
(COLE et al., 1987; YOON et al., 2004).

Exclusdo competitiva € uma medida para proteger os pintos de corte recém-
nascidos, perus, codornas e faisdes e possivelmente, outras aves de caca, também,

contra salmonelas e outros agentes enteropatogénicos (SCHNEITZ, 2005).
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A inoculagdo de uma microflora adulta em pintos de um dia, demonstraram
com sucesso a exclusdo competitiva em sua microbiota intestinal, com melhorias na
funcao intestinal e resisténcia a doencas (NISBET et al., 1998; STERN et al., 2001).

Os probidticos agem através da competicdo por locais de adeséo ao epitélio
intestinal, impedindo a adesdo das colénias de bactérias patogénicas
(CHICHLOWSKI et al., 2007; CHOUDHARI et al., 2008).

Outro efeito benéfico observado pelo do uso de probidticos € conseguido
através da reducdo do pH, pela producédo de acidos graxos volateis, que inibem o
crescimento de bactérias nocivas (CHICHLOWSKI et al., 2007; CHOUDHARI et al.,
2008).

Bactérias acido laticas sdo bem conhecidas por colonizarem a parede cecal
no intestino do frango de corte, apresentando efeito de exclusdo competitiva.
(FULLER, 1989; YORUK et al., 2004).

Um dos maiores desafios na avicultura industrial mundial nos ultimos anos
sdo as doencas entéricas, por levarem o0s plantéis avicolas a perda de
produtividade, ao aumento de mortalidade e a contaminacdo de produtos de origem
avicola para o consumo humano. Frequentemente produtos avicolas tém sido
relacionados com toxinfec¢des alimentares em humanos e em varios paises,
sugerindo que produtos elaborados com carne de aves portadoras de bactérias
possam ser fontes de infeccdo (SANTOS; TURNES, 2005).

3.8 METODOS DE DETECCAO DE Salmonella sp.

Resultados laboratoriais de pesquisa de Salmonella sp. respondem a
guestBes definidas (como a presenca ou auséncia de um determinado sorovar de
Salmonella sp. em um tipo particular da amostra).

A metodologia convencional de pesquisa de Salmonella sp. fundamenta-se de
forma geral em cinco etapas: pré enriquecimento; enriquecimento seletivo;
semeadura em meios sélidos seletivos; testes bioquimicos; sorotipagem para
caracterizacao antigénica (ISO, 2007; BRASIL, 1995).

Apesar de ser um meétodo mais moroso e trabalhoso, o método convencional
para detectar a presenca de Salmonella spp. € amplamente utilizado, sendo este, 0
método oficial recomendado pela Legislacéo Brasileira (GIOMBELLI; SILVA, 2002).
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As ferramentas moleculares de diagnostico, baseadas na andlise de DNA,
possuem atualmente grande importancia no estudo epidemiolégico de Salmonella
spp.

O sistema de detecc¢éo de patdgenos BAX System® é um método de triagem
utilizado para alimentos e amostras ambientais. Este sistema utiliza a tecnologia da
PCR a qual cria milhées de copias do fragmento de acido desoxirribonucléico (DNA)

alvo, caso esteja presente. Em seguida é possivel obter resultados “positivo ou
negativo”, diretamente do sistema (BAX System®, DuPont Qualicon, 2003).

O BAX System® detecta 100 % de sorotipos de salmonela em todos os
alimentos, incluindo carne bovina, frango, frutas e produtos vegetais, produtos
lacteos, chocolates e produtos de panificadora, racdo animal e massa apos pré-
enriquecimento. A realizacdo das andlises requer quatro passos: enriquecimento da

amostra, extracdo de DNA, amplificacdo de DNA e leitura de resultados (BAX

System®, DuPont Qualicon, 2003).

Além das metodologias qualitativas, ha a possibilidade da aplicacdo das
metodologias quantitativas. As analises quantitativas geram uma informacdo mais
precisa, pois o nivel de contaminacdo do alimento, assim como o0 sorovar
relacionado, estar4 diretamente relacionado ao risco de ocorréncia da doenca
(SANCHEZ-VARGAS et al., 2011)

O método de numero mais provavel (NMP) produz resultados estimados da
populacdo bacteriana com base em probabilidade estatistica, assumindo-se que o
namero verdadeiro de organismos presentes em uma amostra esta entre os limites
gue se supde ser 95 %. Deste modo, a tabulacdo de NMP representa uma faixa
estimada e néo os valores absolutos (PEELER; MACCLURE, 1992).
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RESUMO

MARTINS, Joao Carlos Gandara. Prevaléncia de Salmonella enterica Heidelberg
em frangos de corte. 12p. Dissertacdo (Mestrado Profissional em Tecnologia de
Alimentos) - Universidade Tecnol6gica Federal do Parana. Londrina, 2015.

A Salmonella sp. pode ser transmitida verticalmente para progénie de lotes de aves
de reproducéao infectadas e horizontalmente entre lotes. No modelo atual de criagéo
intensiva em larga escala, microrganismos como a Salmonella sp., uma vez que
adentram nas granjas, podem facilmente se disseminar. O presente experimento
coletou informacdes sobre os coeficientes de prevaléncia da cepa de Salmonella
enterica sorovar Heidelberg em frangos de corte. Para este experimento, foram
alojados 42 pintos de corte fémeas. Destas aves, 20 % foram desafiados no
segundo dia de vida com inéculo de S. enterica Heidelberg na dose 1,0 x 108
Unidades Formadoras de Colonia — UFC/mL. As demais foram administradas com
caldo Brain Heart Infusion — BHI. ApGs 28 dias todas as aves foram eutanasiadas,
necropsiadas e os cecos foram coletados, para que pudesse ser realizada a
pesquisa de Salmonella sp. Todas as aves mostraram presenca de S. enterica
Heidelberg no ceco, determinando a taxa de prevaléncia de 100 %. A frequéncia da
salmoneloses em frangos de corte pode ser estimada por meio do coeficiente de
prevaléncia.

Palavras-chave: Salmonella sp. Frequéncia. Transmissao horizontal
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ABSTRACT

MARTINS, Joao Carlos Gandara. Prevalence of Salmonella enterica Heidelberg
in broiler chickens. 12p. Dissertation (Professional Masters Degree in Food
Technology) - Federal University of Technology — Parana. Londrina, 2015.

Salmonella sp. can be transmitted vertically to the progeny batch of infected poultry
breeding and horizontally among batches. In the current model intensive breeding on
a large scale, microorganisms such as Salmonella sp., once that it enter in the farms
can easily spread. The present study collected information on prevalence rates of
Salmonella enterica serovar Heidelberg strain in broiler chickens. For this
experiment, was housed 42 broiler chicks female distributed in a boxing. Of these
chickens, 20 % were challenged on the second day of life with inoculum of S.
enterica Heidelberg in a dose 1,0 x 108 Colony Forming Units — CFU/mL. The others
were inoculated with Brain Heart Infusion broth — BHI. After 28 days all fowls were
euthanized, necropsied, and the cecum were collected, so it could be performed
detection of Salmonella sp. All fowls showed presence of S. enterica Heidelberg in
the cecum, determining the prevalence rate of 100 %. The frequency of salmonellosis
in broiler chickens can be estimated using the prevalence rate.

Keywords: Salmonella sp. Frequency. Horizontal transmission.
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4 INTRODUCAO

De acordo com Merchan-Hamann; Tauil; Costa (2000), o coeficiente de
prevaléncia é uma importante informacao, visto que expressa a proporcado que, em
determinado momento, é portadora do evento de interesse em relacdo ao total. J&
Wagner (1998), define como a medida da proporcdo de individuos em uma
populacao que esta acometida de uma doenca em um determinado momento.

A Salmonella sp. pode ser transmitida, verticalmente, para progénie de lotes
de aves de reproducao infectadas e horizontalmente entre lotes (GAST, 1997). A
frequéncia e duracdo da colonizagdo do intestino em lotes de frangos séo
influenciadas pela idade, linhagem genética, estado imunologico e pela dose de
Salmonella sp. a qual foram expostas (GAST, et al., 2005). O controle da
salmonelose representa um grande desafio ao setor avicola, principalmente pela
diversidade e emergéncia de novos sorovares e pela sua relacdo com a saude
publica (MUNIZ, 2012).

Atualmente, Salmonella enterica Heidelberg tem ganhado destaque na
América do Norte, e tem sido encontrada também na producéo de frango de corte
em outros paises. Estima-se que salmoneloses causem mais do que 1,2 milhdes de
casos de doencas por ano nos Estados Unidos da América, com mais de 23.000
hospitalizacbes e 450 mortes (SCALLAN et al., 2011). Um total de 634 pessoas
foram infectadas com sete cepas de S. enterica Heidelberg, em surtos ocorridos
entre 01 de margo de 2013 a 11 de julho de 2014, em 29 estados americanos e em
Porto Rico (CDC, 2014).

Salmonella sp. é comercialmente importante em poedeiras, perus, e frangos
de corte, devido ao aumento na producdo de ovos e carne (NAYAK; KENNEY, 2002;
GAST et al., 2004; CHITTICK et al., 2006).

No modelo atual de criacéo intensiva em larga escala, microrganismos como
Salmonella sp., uma vez que adentram nas granjas, podem facilmente se
disseminar. Por ndo possuirem hospedeiros especificos, ha grande dificuldade de
erradicar a bactéria do ambiente de criacdo ou elimina-los dos produtos provenientes
de animais contaminados (CARDOSO; TESSARI, 2008; FREITAS NETO et al.,
2010).

O presente estudo avaliou os coeficientes de prevaléncia da cepa de

Salmonella enterica sorovar Heidelberg em frangos de corte.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 MATERIAL

Para execucgao do experimento foram utilizados 42 pintos de corte fémeas da
linhagem Cobb 500™, alojados em um boxe com 4 m2 de area ou 3,40 m? de area
atil, com densidade de 10 aves por m2 ou 12,5 aves por m2 de area util, com cama
de maravalha nova e com espessura de 7 cm, forradas com papel Kraft do dia 0 ao

4° dia de idade. Foram utilizados comedouros manuais e bebedouros pendulares.

5.2 LOCAL

O experimento teve duracdo de 28 dias, e foi realizado no aviario
experimental da Universidade Tecnoldgica Federal do Parand (UTFPR) — Campus
de Dois Vizinhos — PR. Os procedimentos da pesquisa foram submetidos e
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UTFPR, e
aprovado sob o Protocolo 2015-005, seguindo as determinacdes do Colégio
Brasileiro de Experimentagéo Animal (COBEA).

5.3 AMBIENTE

Previamente ao inicio do experimento, para a confirmacdo da auséncia de
Salmonella spp. foi realizado swab de cama, caminhando-se em toda a extenséo do
boxe, swab das telas do boxe e swab dos comedouros e bebedouros. No momento
do alojamento, foi realizado swab de fundo de caixa dos pintos de corte de origem.
Os materiais coletados foram acondicionados em caixa térmica com temperatura
inferior a 8 °C, e enviado para laboratorio de patologia animal, onde foi realizada
analise convencional, seguindo a International Organization for Standardization —
ISO 6579:2007 (1SO, 2007).

5.4 MANEJOS EXPERIMENTAIS

Previamente ao alojamento, o ambiente recebeu aquecimento durante um

periodo de 8 horas, para o aquecimento da cama e ambiente. O boxe onde os pintos
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de corte foram alojados estava dentro de um aviario medindo 12 m x 8 m
(comprimento x largura), com telha francesa, piso de chéo batido, muretas e oitao
em alvenaria, forracdo e cortinas laterais plasticas, sendo a tela aviaria malha 2.
Antes do inicio do experimento, o aviario foi lavado, realizado a aplicacdo de
inseticida no piso, muretas, oitdes, e pilares para controle de cascudinho (Alphitobius
diaperinus) e desinfetado.

Para controle de ambiéncia, utilizou-se lampadas de aquecimento
infravermelho, e 0o manejo de cortina foi manual. As temperaturas e umidades
relativas médias (minima e maxima) foram registradas diariamente dentro do galpéo,
com auxilio de termo-higrdmetro manual. Agua e alimento foram fornecidos ad
libitum aos animais, respeitando-se a racao adequada para a fase (Phase feeding)
durante todo o experimento, como fase inicial (1 a 14 dias de idade), fase de
crescimento (15 a 23 dias de idade) e fase final (24 a 28 dias de idade). Bebedouros
e comedouros foram mantidos limpos diariamente. O programa de luz seguiu o
padrdo recomendado para a linhagem das aves, através de um temporizador.

Para prevenir que as aves fossem contaminadas por outra fonte de
Salmonella sp., foram adotadas medidas de biosseguranca, como a lavagem das
maos com detergente e aplicacao de alcool 70 % (peso/volume), o uso de pedilavio,
com cal hidratada na entrada do galpdo, uso de botas plasticas ao acessar 0 boxe,
uso de luvas de procedimento ao manejar as aves, além do controle de roedores no

galpédo, e ao seu redor.

5.5 PREPARO DO INOCULO DE Salmonella enterica Heidelberg E DESAFIO DAS
AVES

A Salmonella enterica Heidelberg ATCC 8326 foi inoculada em caldo Brain
Heart Infusion (BHI) por 12 h a 37 °C. Ap0s este periodo, a concentra¢do do inéculo
foi ajustada, diluindo em caldo BHI, em concentracéo equivalente a 0,5 na escala de
McFarland, correspondente a 108 Unidades Formadoras de Coldnia (UFC)/mL.

Das 42 aves alojadas, 20 % (8 aves) foram inoculadas individualmente por via
oral, com auxilio de agulha de gavagem, no segundo dia de vida com 1 mL de
inoculo de Salmonella enterica sub sp. enterica sorovar Heidelberg ATCC 8326 na

dose 1,0 x 108 UFC/mL. As demais foram administradas com caldo BHI, no mesmo
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dia, seguindo-se a mesma técnica, com o objetivo de simular o estresse conferido as

inoculadas com S. enterica Heidelberg.
5.6 MONITORAMENTO DA CAMA ATRAVES DE SWAB DE PROPE

Para o monitoramento de Salmonella sp. ha cama do boxe, foi realizado swab
de propé, caminhando-se em toda a extensao do boxe no 18° dia de vida. O material
coletado foi acondicionado em caixa térmica com temperatura inferior a 8 °C, e
enviado para laboratério, onde foi realizado pré-enriquecimento. A amostra pré-
enriquecida foi submetida a andalise por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),

utilizando-se o protocolo do fabricante (BAX System®, DuPont Qualicon, 2003).
5.7 COLETA DE MATERIAL E ANALISE MICROBIOLOGICA

No 28° dia, foi realizado o jejum alimentar de seis horas e hidrico de uma
hora. Apoés o jejum, foi realizada a eutanasia por deslocamento cervical de seis em
seis aves, respeitando os aspectos éticos preconizados pelo Conselho Federal de
Medicina Veterinaria (CFMV) Resolucdo n° 1000 de 11 de maio de 2012 (CFMV,
2012). A sequir, foi realizada necropsia e colheita de ceco de todas as aves.

Os cecos foram coletados de forma asséptica, com o objetivo de evitar
contaminacdo cruzada, sendo acondicionados em embalagens assépticas e
esterilizadas (Nasco®, Fort Atkinson, WI), e acondicionadas em caixa térmica com
temperatura inferior a 8 °C. O material coletado foi enviado ao laboratério de
patologia animal credenciado pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), para que fosse realizada pesquisa de Salmonella sp.
utilizando-se a técnica de isolamento, com identificacdo bioquimica e sorologica
(sorotipagem). A técnica utilizada neste experimento foi realizada de acordo com
Portaria n° 126 de 03 de novembro de 1995 do MAPA (BRASIL, 1995).

As amostras maceradas foram enriqguecidas com agua peptonada e
incubadas a 36 + 1°C por 18-24h. Apés o periodo de incubacdo foram semeadas
para placas contendo o meio de cultura Rappaport Vassiliadis semisolid modification
(MSRV), as placas foram incubadas a 42-43°C por 48h. As placas de MSRV com
crescimento suspeito de Salmonella sp. foram repicadas em placas contendo o meio

de cultura agar Xylose Lysine desoxycholate (XLD) e verde brilhante (VB) para
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confirmacédo da caracteristica da colonia de Salmonella sp. e incubadas a 37 + 1°C
por 18-24h. Das placas de XLD/VB colonias suspeitas foram repicadas em
bioguimico preliminar: &gar triplice de acucar e ferro (TSI - Triple Sugar Iron), agar
lisina-ferro (LIA - Lysine Iron Agar), meio sulfeto-indol-motilidade (SIM — Sulfide
Indole Motility Medium), caldo de ureia e agar nutriente (36°C = 1°C/24h) e anélise

sorologica.

5.8 ESTUDO DE PREVALENCIA

A Equacéo 1 foi utilizada para determinacao do coeficiente de prevaléncia de
Salmonella enterica Heidelberg em frangos de corte.

P = numero de individuos afetados em um determinado momento x 100 (Eqg. 1)

Total de individuos estudados

O numerador corresponde a contagem de portadores do evento num
determinado momento. O denominador corresponde ao total de individuos

avaliados.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises realizadas no inicio do experimento na cama do aviario, telas dos
boxes, comedouros e bebedouros foram ausentes para Salmonella spp. Esta € uma
informagé&o importante, pois evitou assim, a possibilidade de uma contaminacao por
outra Salmonella spp.

De acordo com JAENISCH et al. (2004) a higienizacdo das instalacdes
compreende os procedimentos de limpeza e desinfec¢do, onde associada ao vazio
sanitario, torna-se fundamental para minimizar os riscos de infec¢des, assim como, a
guebra do ciclo de vida de determinados agentes infecciosos.

O resultado da coleta de swab de fundo de caixa dos pintos de origem foi
ausente, sendo este um dado comprobatorio da sanidade das aves alojadas.
Segundo Zancan et al. (2000) este procedimento € utilizado para comprovar a

auséncia de Salmonella spp.
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O swab de cama realizado nos 18 dias de idade foi positivo para Salmonella
sp. A excrecdo das aves contaminadas experimentalmente com S. enterica
Heidelberg pode ter colonizado o ambiente de criacdo. De acordo com Kingston et
al. (1981) a partir de swabs de arrasto, coletados do chao dos galpdes de frangos, é
possivel detectar a presenca de Salmonella com alta sensibilidade.

Os dados coletados do experimento realizado foram inseridos na Equacéo 1
para obter os resultados do coeficiente de prevaléncia.

A Equacédo 1 apresenta o coeficiente de prevaléncia de Salmonella enterica
Heidelberg em frangos de corte no 28° dia de vida, sendo obervado neste trabalho
100 % de prevaléncia.

P = 42 individuos afetados no 28° dia de vida x 100 (Eq.1)

42 individuos estudados

P =1x100
P =100 %

O coeficiente de prevaléncia de 100 % para Salmonella sp. encontrado neste
experimento difere de outros experimentos realizados com a mesmo sorovar.
Menconi et al. (2011) em um experimento realizado com 40 pintos de corte de 1 dia,
desafiados com S. enterica Heidelberg na dosagem de 1,0 x 10°% UFC/ave,
recuperaram a Salmonella sp. no ceco apo6s 24 h e 72 h em 80 %, e 70 %
respectivamente dos 20 pintos de corte desafiados para cada periodo avaliado. Em
outro experimento, com a dosagem de 1,0x 10° UFC/ave de S. enterica Heidelberg,
Menconi et al. (2011), recuperou a Salmonella sp. no ceco apés 24 h e 72 h em 90
%, e 35 % respectivamente dos 20 pintos de corte desafiados para cada periodo
avaliado. Essas diferencas no coeficiente de prevaléncia podem ocorrer em funcgéo
do tempo e dosagem do desafio realizado.

A contaminacdo via oral das 8 aves desafiadas nesse experimento esta de
acordo com o estudo descrito por Wolfenden et al. (2007), onde foram realizados 3
experimentos, desafiando 20 aves do grupo controle positivo com 1,0 x 104
UFC/ave de S. enterica Enteritidis. Foi recuperado apds 48 horas da inoculagcéo a
cepa nas tonsilas cecais em 100 % das aves desafiadas.

Das oito aves desafiadas experimentalmente no 2° dia de vida, todas se
mantiveram contaminadas até o 28° dia de vida, sendo responsaveis pela

contaminacgao horizontal das outras 34 aves sentinelas, alojadas no mesmo boxe.
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Acredita-se que a dosagem elevada do inoculo de SH utilizada nesse estudo
108 UFC/ave) possibilitou a contaminacdo horizontal das demais aves. Segundo
Gast e Holt (1999), a colonizacdo das salmonelas nos frangos de corte podem
ocorrer via transmissdo horizontal. Uma vez que a colonizacdo da tonsila cecal é
estabelecida pela Salmonella sp., a bactéria é consistentemente excretada nas fezes
(BAKER et al., 1980).

O coeficiente de prevaléncia demonstrando as aves desafiadas e as
sentinelas que foram contaminadas durante os 28 dias de idade pela transmissao

horizontal estdo dispostos na Figura Al.

Coeficiente de Prevaléncia

Positivas

100%

80%

60%

40%

20%

0%

® Aves Desafiadas Aves Sentinelas

Figura Al: Coeficiente de Prevaléncia de 100 %,
demonstrando as aves desafiadas e sentinelas.

O principal local de coloniza¢do da Salmonella sp. em aves é o ceco. As aves
se infectam por via oral, e quando chega ao intestino a bactéria invade as células
epiteliais iniciando a fase sistémica da infec¢éo, ocorrendo a distribuicdo para outros
orgédos como o figado, baco onde a bactéria pode ser isolada. Outra via importante
para a infeccdo € a transmisséo vertical, em que as galinhas positivas transmitem o
micro-organismo atraves do oviduto a sua progénie (MUNIZ, 2012).

Gast et al. (2004) observaram que galinhas desafiadas experimentalmente via

oral com quatro diferentes tipos de S. enterica Heidelberg, e uma de S. enterica
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Enteritidis, tiveram seu trato intestinal, figado, ovario, bago, ovéarios e ovidutos,
colonizados pelas cinco cepas dos dois sorotipos. As quatro cepas de S. enterica
Heidelberg foram encontradas no conteudo interno dos ovos destas aves, porém em

menor frequéncia que a S. enterica Enteritidis.

7 CONCLUSAO

O coeficiente de prevaléncia da cepa de Salmonella Heidelberg ATCC 8326
em frangos de corte foi de 100 %. A utilizagdo desse coeficiente mostrou-se um
método adequado para a determinacao da frequéncia de salmoneloses em frangos
de corte.

O coeficiente de prevaléncia esta diretamente relacionado a dosagem do
in6culo administrado as aves. A alta dosagem pode ter favorecido a prevaléncia de
salmonela, sendo esse parametro importante para determinar as condi¢Oes

experimentais da etapa seguinte do estudo.
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CAPITULO 2 — AVALIACAO DE ACIDOS ORGANICOS E PROBIOTICO PARA
REDUCAO DE Salmonella enterica Heidelberg EM FRANGOS DE CORTE
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RESUMO

MARTINS, Jodo Carlos Gandara. Avaliacdo de &cidos orgéanicos e probidtico
para reducdo de Salmonella enterica Heidelberg em frangos de corte. 21p.
Dissertacdo (Mestrado Profissional em Tecnologia de Alimentos) - Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Londrina, 2015.

Empresas avicolas buscam aprimorar as condi¢cfes higiénico-sanitarias na cadeia
produtiva para que se reduza o risco da contaminacdo na linha de abate de frangos
de corte. Neste estudo, foi avaliado o efeito da administragdo de uma mistura de
acidos organicos e probiotico na reducdo da contaminagdo por Salmonella enterica
Heidelberg (SH) em frangos de corte. Duzentos pintos de corte fémeas foram
distribuidos em cinco tratamentos, sendo um grupo controle positivo e 4 testes (T1,
T2, T3 T4), com 4 repetigcbes cada. No 2° dia de vida, 20 % das aves receberam o
in6culo de SH. A administracdo de acidos organicos foi realizada nas idades 0, 14 e
24 nos tratamentos onde foi utilizado probiético. Ja o probiético foi administrado nas
idades 1, 15 e 25 dias. Nos tratamentos 2 e 4, a dosagem de probiético foi de 10°
Unidades Formadoras de Colonia — UFC/ave, e nos tratamentos 1 e 3, de 5 x 10°
UFCl/ave. As aves foram eutanasiadas, necropsiadas e tiveram o ceco coletado com
28 dias de idade. Para a analise quantitativa de Salmonella sp., utilizou-se a técnica
de Numero mais provavel — NMP/g. O controle positivo teve contagem de 5.106
NMP/g e o T2 contagem de 41 NMP/g, apresentando diferenca significativa (p<0,05)
entre o T2 e o controle positivo, bem como entre 0 T2 e 0 T1, que teve contagem de
1.354 NMP/g. Para a avaliagdo do indice de aves contaminadas, as aves avaliadas
com contagens > 3 NMP/g foram consideradas positivas, e as aves com contagens <
3 NMP/g, foi realizada pesquisa de Salmonella spp. para confirmar a auséncia.
Houve diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos. Houve reduc¢do no
indice de aves contaminadas de 58,34 % e 25 % nos tratamentos T2 e T4,
respectivamente. N&o foram observadas diferencas significativas (p>0,05) na
avaliacdo do desempenho zootécnico das aves. A associa¢ado de acidos organicos e
probidtico utilizada no T2 mostrou-se uma ferramenta eficaz no controle de S.
enterica Heidelberg em frangos de corte aos 28 dias de idade.

Palavras-chave: Controle de Salmonella. Probiético. Acidos organicos. Cadeia

produtiva. Desempenho zootécnico.
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ABSTRACT

MARTINS, Jodo Carlos Gandara. Evaluation of organic acids and probiotic to
reduce Salmonella enterica Heidelberg in broiler chickens. 21p. Dissertation
(Professional Masters Degree in Food Technology) - Federal University of
Technology — Parana. Londrina, 2015.

Poultry companies seek to improve the sanitary conditions in the supply chain so as
to reduce the risk of contamination in broiler slaughter line. In this study,—was
evaluated the effect of administration of a mixture of organic acids and probiotics in
reducing contamination by Salmonella enterica Heidelberg (SH) in broilers. Two
hundred broiler chickens female were distributed in a positive control group and 4
treatments (T1, T2, T3, T4), with four repetitions each. On the second day of life, 20
% of birds received the inoculums of SH. Administration of organic acids was
performed at ages 0, 14 and 24 in the treatments where it was used probiotic. But the
probiotic was administered at ages 1, 15 and 25 days. In treatments 2 and 4, the
probiotic dose was 108 CFU/bird, and treatments 1 and 3, 5 x 10° CFU/bird. The
birds were euthanized, necropsied and the cecum were collected at 28 days of age.
For quantitative analysis of Salmonella, was used the technique of Most Probable
Number — MPN/g. The positive control was 5.106 counts MPN/ g and T2 counts 41
MPN/ g, with a significant difference (p<0,05) between the positive control and T2
and between T2 and T1, that had counting 1.354 MPN/g. For the evaluation of
infected birds index, the birds evaluated with scores > 3 MPN/g were considered
positive, and the birds with scores < 3 MPN/g, Salmonella spp. survey was
conducted to confirm the absence. There was a significant difference (p<0,05)
between treatments. There was reduction in infected birds index of 58,34 % and 25
% in T2 and T4, respectively. No significant differences were observed (p>0,05) in
evaluating the performance of birds. The combination of organic acids and probiotic
used in the T2 proved to be an effective tool in Salmonella control in broilers at 28
days of age.

Keywords: Control of Salmonella. Probiotic. Organic acids. Productive chain. Growth
performance.



56

8 INTRODUCAO

Salmonella enterica sorovar Heidelberg tem sido reconhecida como um dos
mais comuns sorovares associados a infec¢cdes alimentares em todo o mundo
(ZAIDI et al., 2008; BORSOI et al., 2009; ELGROUD et al., 2009; WALES et al.,
2009; DUTIL et al., 2010). Na América do Norte, S. enterica Heidelberg esta entre os
trés sorovares mais isolados de pessoas infectadas com Salmonella, classificagao
esta que ndo ocorre em outras regides do mundo (BUCHER, 2007). No Brasil, desde
1962, a S. enterica Heidelberg tem sido identificada em aves e produtos derivados
(HOFER et al., 1997).

O processo higiénico sanitario do abate de frangos de corte foi avaliado por
Dickel (2004) em trés abatedouros na Regido Sul do Brasil. O autor relatou que
carcacas, antes e depois do chiller, apresentaram 31,7 % e 20 % de positividade,
respectivamente, sendo identificados os sorovares Heidelberg (63,9 %), Enteritidis
(31,9 %), Worthington (2,1 %) e Tennessee (2,1 %).

Fontes de infecgbes humanas por S. enterica Heidelberg incluem o consumo
de carne de frango ou ovos mal cozidos, e de alimentos produzidos com ovos
(CHITTICK et al., 2006; ZHAO et al., 2008; BORSOI et al., 2009).

As empresas avicolas buscam constantemente aprimorar as condicfes
higiénico-sanitarias em toda a cadeia produtiva. Para que se reduza o risco da
contaminac¢do na linha de abate de frangos de corte, sdo necessarios, além de um
bom programa de limpeza e desinfeccdo da planta frigorifica, que as aves sejam
ausentes para Salmonella spp.

A auséncia de determinados microrganismos causadores de zoonoses em
produtos de origem animal especificos € uma exigéncia de regulamentos nacionais e
internacionais (SILVA, 1998). A partir da crescente énfase na seguranca de produtos
carneos que chegam ao consumidor, tem-se estimulado a identificacdo de meios
para reduzir ou eliminar Salmonella spp. antes do abate (FUNK et al., 2001).

A principal forma de controle de Salmonella em produgéo de aves relaciona-
se a medidas de biosseguridade e vacinacdao (BARROW, 2007). Mas, varias
ferramentas também tém sido empregadas como uso de antibidticos, acidos
organicos de cadeia curta na dgua ou racao, prebidticos, probidticos e vacinagédo
(VAN IMMERSEEL et al., 2005; PICKLER et al., 2012).
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A acidificacdo da 4gua de bebida das aves com &cidos organicos pode reduzir
significativamente a quantidade de Salmonella sp. nas carcacas, no papo e nas
tonsilas cecais quando usado durante o periodo de jejum hidrico no pré-abate
(BYRD et al., 2001; JARQUIN et al., 2007).

O uso de probiéticos na agropecuaria tem aumentado como possivel
alternativa aos antibidticos utilizados como promotores de crescimento (CASTANON,
2007), e em certos casos, para 0 controle de patégenos entéricos especificos
(ALVAREZ-OLMOS; OBERHELMAN, 2001; DOMINGUEZ-BELLO; BLASER, 2008).
Tellez et al. (2006) realizaram uma triagem de bactérias, o que permitiu a
identificagdo de 11 bactérias acido laticas que foram eficazes no tratamento de
frangos ou perus infectados com Salmonella sp.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da administracdo de acidos
organicos e probioético na reducdo da contaminacao por Salmonella enterica sorovar

Heidelberg em frangos de corte.

9 MATERIAL E METODOS

9.1 MATERIAL

Para execucdo do experimento, foram utilizados duzentos pintos de corte
fémeas da linhagem Cobb 500™, distribuidos em 20 boxes com 1 m2 de area ou
0,80 m2 de area util, com densidade de 10 aves por m2 ou 12,5 aves por m? de area
atil, e cama de maravalha nova com espessura de 7 cm, forradas com papel Kraft do
dia 0 ao 4° dia de idade. Foram utilizados comedouros manuais e bebedouros

pendulares.

9.2 LOCAL

O experimento teve duragdo de 28 dias, e foi realizado no aviario
experimental da Universidade Tecnolégica Federal do Parana (UTFPR) — Campus
de Dois Vizinhos — PR. Os procedimentos da pesquisa foram submetidos e
aprovados pela Comissé@o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UTFPR, sob o
Protocolo 2015-005, seguindo as determinagbes do Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA).
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9.3 AMBIENTE

Previamente ao inicio do experimento, para a confirmacédo da auséncia de
Salmonella spp. foi realizado swab de cama, caminhando-se em toda a extensao
dos boxes, swab das telas dos boxes e swab dos comedouros e bebedouros. No
momento do alojamento, foi realizado swab de fundo de caixa dos pintos de corte de
origem. Os materiais coletados foram acondicionados em caixa térmica com
temperatura inferior a 8 °C, e enviado para laboratorio de microbiologia, onde foi
realizado pré-enriquecimento. A amostra pré-enriquecida foi submetida a andlise por

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando-se o protocolo do fabricante do

BAX System® ( BAX System®, DuPont Qualicon, 2003).
9.4 MANEJOS EXPERIMENTAIS

Antes do alojamento, o ambiente recebeu aquecimento durante um periodo
de 8 horas, para o aquecimento da cama e ambiente. Os boxes onde os pintos de
corte foram alojados encontrava-se dentro de um aviario medindo 12 m x 8 m
(comprimento x largura), com telha francesa, piso de chéo batido, muretas e oitdo
em alvenaria, forracdo e cortinas laterais plasticas, sendo a tela aviaria malha 2.
Previamente ao experimento, o aviario foi lavado, realizado a aplicacao de inseticida
no piso, muretas, oitbes e pilares, para controle de cascudinho (Alphitobius
diaperinus), e desinfetado.

Para controle de ambiéncia, utilizou-se maquina de aquecimento a lenha, com
sensor de temperatura para controle automético da mesma. O manejo de cortina foi
manual. As temperaturas e umidades relativas médias (minima e maxima) foram
registradas diariamente dentro do galpdo, com auxilio de termo-higrbmetro manual.
Agua e alimento foram fornecidos ad libitum aos animais, respeitando-se a racio
adequada para a fase (Phase feeding) durante todo o experimento: Fase inicial (1 a
14 dias de idade), fase de crescimento (15 a 23 dias de idade) e fase final (24 a 28
dias de idade). Bebedouros e comedouros foram mantidos limpos diariamente. O
programa de luz seguiu o padrdo recomendado para a linhagem, através de um
temporizador.

Para prevenir que as aves pudessem ser contaminadas por outra fonte de

Salmonella sp., foram adotadas medidas de biosseguranca, como a lavagem das
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maos com detergente, e aplicagdo de alcool 70% (p/v), o uso de pedilavio, com cal
hidratada na entrada do galpdo, uso de botas plasticas ao acessar o boxe, uso de
luvas de procedimento ao manejar as aves, além do controle de roedores no galpéao,

e ao redor do mesmo.

9.5 PREPARO DO INOCULO DE Salmonella enterica Heidelberg E DESAFIO DAS
AVES

A Salmonella enterica Heidelberg ATCC 8326 foi inoculada em caldo Brain
Heart Infusion (BHI) por 12 h a 37 °C. Apo0s este periodo, a concentracao do inéculo
foi ajustada, diluindo em caldo BHI, em concentracédo equivalente a 0,5 na escala de
McFarland, correspondente a 108 UFC/mL.

Foram alojados 200 pintos de corte em delineamento inteiramente
casualizado, em 5 tratamentos, com quatro boxes por tratamento contendo 10 aves
cada. No segundo dia de vida, 20 % das aves de cada boxe (2 aves de 10 aves
total/boxe) foram inoculadas com 1 mL de Salmonella enterica sub sp. enterica
sorovar Heidelberg ATCC 8326 na dose 1,0 x 108 UFC/ave.

As demais aves foram administradas com 1 mL de caldo BHI, seguindo o

mesmo procedimento, com o objetivo de simular o estresse conferido.

9.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com cinco
tratamentos, sendo um controle positivo e quatro testes, com quatro repeticées por
tratamento de 10 aves por unidade experimental. As duzentas aves foram
distribuidas aleatoriamente nas unidades experimentais.

Um produto a base de acidos organicos foi administrado via agua de bebida
para as aves dos tratamentos teste 12 h antes do probiotico. A administracdo deste
produto foi realizada nas idades 0, 14 e 24 dias. Esta mistura de acidos era
composta por cinco diferentes acidos organicos (latico, acético, tanico, propionico e
caprilico). Foi fornecida a dosagem recomendada pelo fabricante, e o produto ficou
disponivel por um periodo de 12 h.

O probidtico utilizado era um composto comercial, a base de bactérias acido

laticas, composto por 11 cepas de Lactobacillus, sendo: Lactobacillus bulgaricus (3
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cepas) Lactobacillus casei (2 cepas) Lactobacillus cellobiosus (2 cepas)
Lactobacillus fermentum (3 cepas) Lactobacillus helveticus (1 cepa). Este foi diluido
em agua e administrado nos bebedouros nas idades 1, 15 e 25 dias. Nos
tratamentos 2 e 4, a dosagem foi de acordo com a recomendacédo do fabricante,
sendo de 0,006 g/ ave, ou 10 UFC/ ave. J& para os tratamentos 1 e 3, a dosagem
utilizada foi a metade da recomendada 0,003 g/ ave, ou 5 x 10° UFC/ave. O produto
ficou disponivel por um periodo de 12 h.

A mistura de acidos organicos e probiotico por serem produtos comerciais,
sdo registrados no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA). A

Tabela 1 apresenta os diferentes tratamentos empregados.

Tabela 1 - Tratamentos empregados para a redu¢cdo da contaminag¢do por Salmonella enterica
Heidelberg em frangos de corte com diferentes administracdes.

Tratamento AO (diluicdo L/L) PB (UFC/ave) NuUmero de administracfes
CP 0 0 0
T1 1:1000 5x 10° 1
T2 1:1000 108 1
T3 1:1000 5x10° 3
T4 1:1000 108 3

CP = Controle positivo; T1 = Tratamento 1; T2 = Tratamento 2; T3 = Tratamento 3; T4 = Tratamento
4; AO = Mistura de acidos organicos; PB = probibtico;

9.7 MONITORAMENTO DA CAMA ATRAVES DE SWAB DE PROPE

Para monitoramento da cama onde o experimento foi realizado, foi utilizado
um par de propé de pano por tratamento, entrando em contato com toda a extenséo
da cama. ApoOs a coleta, os materiais coletados foram acondicionados em caixa
térmica com temperatura inferior a 8 °C e enviado para laboratorio de patologia
animal credenciado pelo MAPA para que fossem analisados quanto ao contetido de
Salmonella sp. conforme a ISO 6579:2007 (1ISO, 2007).

9.8 COLETA DE MATERIAL

No 28° dia, foi realizado o jejum alimentar de seis horas e hidrico de uma
hora. Apos o jejum, foi realizada eutanasia por deslocamento cervical, respeitando-
se 0s aspectos éticos preconizados pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria
(CEMV), Resolugéo n°® 1000 de 11 de maio de 2012 (CFMV, 2012), que dispbe sobre

procedimentos e métodos de eutanasia em animais e da outras providéncias.
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Foi realizada a necropsia e colheita de ceco de 3 aves por repeticdo de cada
tratamento. Os cecos foram coletados de forma asséptica, através do uso de uma
pinca e uma tesoura por ave, com o objetivo de evitar contaminacao cruzada. Apds a
coleta, os cecos foram acondicionados individualmente em frascos coletores
assépticos esterilizados (Deskarplds), macerados e acondicionados em caixa
térmica com temperatura inferior a 8°C. Posterior a coleta, o material foi remetido a
um laboratorio de patologia animal credenciado pelo MAPA, para que fossem

realizadas as analises laboratoriais. A Figura B1 demonstra os passos (1 a 4) da

técnica de coleta realizada.

Figura B1: Coleta de ceco e acondicionamento em embalagem asséptica.
Fonte: Mercolab (2015)

9.9 PROCEDIMENTO DE CONTAGEM DE Salmonella enterica Heidelberg PELA
TECNICA DE NUMERO MAIS PROVAVEL POR GRAMA (NMP/g)

Apés a pesagem das amostras, foi realizado o pré-enriquecimento,
adicionando agua peptonada na propor¢do de 1:10, apdés homogeneizacdo das
amostras, essas foram diluidas (diluicdo seriada) em -1, -2 -3 -4 e -5. De cada
diluicdo foi passado aliquotas de 1mL para cada 3 tubos contendo 9 mL de agua
peptonada. Os tubos foram incubados a 36 + 1 °C por 21 + 3 h.
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Apés o periodo de incubacdo, os tubos que apresentaram crescimento
(aspecto turvo) foram semeados para placas contendo o meio de cultura Rappaport
Vassiliadis semisolid modification (MSRYV), as placas foram incubadas a 42, 5 + 0,5
°C por 48 h. As placas de MSRV com crescimento suspeito de Salmonella foram
repicadas em placas contendo o meio de cultura agar Xylose Lysine desoxycholate
(XLD) e verde brilhante (VB) para confirmacdo da caracteristica da colénia de
Salmonella sp. e incubadas a 37 £ 1 °C por 21 + 3 h. Das placas de XLD/VB colbnias
suspeitas foram repicadas em bioquimico preliminar: agar triplice de acucar e ferro
(TSI - Triple Sugar Iron), agar lisina-ferro (LIA - Lysine Iron Agar), meio sulfeto-indol-
motilidade (SIM — Sulfide Indole Motility Medium), caldo de ureia e agar nutriente (36

°C £ 1 °C/24h) e andlise sorologica, conforme Figura B2.

— N

Figura B2: Diluicdo seriada; plac MSRYV; placa XLD/B; bioquimica.
Fonte: Mercolab (2015)

Os resultados de positividade das placas foram transferidos para a tabela de
Blodgett (2006), na qual o NMP/g esta estabelecido com diferentes limites de
confiangca, sendo 95% o limite adotado nesta pesquisa, a fim de obter-se o NMP

para cada amostra.
9.10 INDICE DE AVES CONTAMINADAS COM Salmonella enterica Heidelberg

Para avaliar o indice de aves contaminadas com Salmonella enterica
Heidelberg, foi adotado o seguinte procedimento: contagens > 3 NMP/g foram
consideradas positivas; contagens < 3 NMP/g, foi realizada pesquisa de Salmonella
sp. para confirmar a auséncia, conforme a Portaria n°® 126 de 03 de novembro de
1995 do MAPA (BRASIL, 1995).
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9.11 DESEMPENHO ZOOTECNICO

As variaveis zootécnicas analisadas foram: peso médio nos dias 0, 7°, 14°,
21° e 28° de idade, ganho de peso diario, conversao alimentar e mortalidade total

aos 28 dias de idade, conforme metodologia proposta por Miragliotta (2005).

9.12 ANALISE ESTATISTICA

As médias de contagem do Numero Mais Provavel (NMP) por grama de
Salmonella enterica Heidelberg foram transformadas aplicando-se (NMP + 1)12 para
satisfazer a pressuposicdo de normalidade e igualdade de variancia. Apés, foi
realizada ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 95 % de
confianca.

O indice de aves contaminadas por Salmonella enterica Heidelberg foi
comparado utilizando o teste Qui-quadrado (x?) a 95 % de confianga.

Os resultados da variavel zootécnica peso médio foram submetidos ao teste
de normalidade e posteriormente ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallys a 95 %
de confianca para comparagcdo de médias. Os resultados de ganho de peso diario e
conversdo alimentar foram submetidos ao teste de normalidade, anélise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey a 95 % de confianca. Todas as analises foram realizadas
utilizando o programa estatistico Action versdo 2.9.29.368.534 — Junho/2015, com

versao do R: 3.0.2.

10 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das andlises realizadas na cama do aviéario, telas dos boxes,
comedouros e bebedouros foram negativos para Salmonella sp. em analise
realizada no PCR automatizado BAX System®. Esse controle foi fundamental para
evitar a contaminacéo cruzada das aves por outra fonte de Salmonella spp. que néo
fosse a S. enterica Heidelberg.

De acordo com Kuana (2009), recomenda-se estabelecer um plano de
limpeza e desinfeccdo com objetivos claros, e um programa de acdo detalhado,

estabelecendo uma ordem a ser realizados para limpar, desinfetar e preparar as
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instalacdes, incluindo o processo de pos-desinfeccdo, os quais avaliam o0 processo
executado.

Por meio da analise de mecénio presente no fundo das caixas de transporte
no momento da chegada das aves no aviario, os pintos de corte foram monitorados

guanto a presenca de Salmonella sp. O resultado foi negativo em andlise realizada

no PCR automatizado BAX System®. De acordo com Brasil (2004), este € um
meétodo validado para deteccdo de Salmonella spp.

Os swabs de cama realizados nos 28 dias de idade foram ausentes para
Salmonella enterica Heidelberg em todos os tratamentos, inclusive no controle
positivo. Esses resultados podem ser falsos negativos, visto que a técnica utilizada
foi qualitativa (pesquisa) e nao quantitativa (contagem). A cama no final do
experimento encontrava-se com baixa umidade, e possivelmente, com baixa
atividade de agua (aw) devido ao sistema de aquecimento dentro do galpao.
Segundo Hayes et al. (2000) um ambiente de baixa aw (<0,84) provavelmente
representa uma barreira fisica para a criacdo ou a manutencdo de Salmonella spp.

em frangos de corte.

10.1 CONTAGEM BACTERIANA NO CECO

As contagens de coldnias de Salmonella enterica sorovar Heidelberg (SH) no

ceco encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Contagem de colénias no ceco de aves desafiadas com SH e submetidas a
diferentes tratamentos com mistura de acidos organicos e probidtico

Tratamentos Descricao Contagem de colbnias (NMP/g)
28 dias

CP Controle Positivo 5106°

T1 AO + ¥ PB! 1354b

T2 AO + PB! 412

T3 AO + v, PB3 2002

T4 AO + PB3 888 a°

Valor de P 0,006*

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa p<0,05 pelo teste de Tukey.
AO = Mistura de &cidos organicos;

% PB =5 x 10%5 UFC/ave de probiético;

PB = 105 UFC/ave de probiético;

1 = uma administracédo de AO e PB;

8 = trés administracGes de AO e PB.

Obtiveram-se diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos na

contagem de SH referente a colonizacdo do ceco aos 28 dias de idade.
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O T2 com contagem de 41 NMP/g apresentou diferenca significativa (p<0,05)
guando comparado ao controle positivo (5106 NMP/g). O resultado pode ter ocorrido
em funcdo da acdo do acido organico ao longo do trato gastrointestinal, e da
colonizacéo do ceco pelo probiético na dose utilizada de 106 UFC/ave.

De acordo com Higgins et al. (2007) a combinagdo do acido organico com o
probiético pode ser mais eficaz, porque o provavel local de acdo do acido orgéanico é
0 papo, e o local de acédo do probiotico, foi demonstrado ser mais eficaz na reducéo
da colonizagédo de Salmonella spp. no ceco e tonsilas cecais.

Resultados positivos utilizando acidos orgéanicos frente ao desafio das aves
com Salmonella sp. foram descritos por Tellez et al. (2013). Os autores avaliaram a
combinac¢éo dos acidos acético, latico, propiénico no tratamento de frangos de corte
desafiados com Salmonella enterica Typhimurium (ST), observando significativa
reducdo de ST nos cecos e papo das aves tratadas.

Também houve diferenca significativa (p<0,05) entre 0 T2 e T1, o qual tiveram
diferencas nos tratamentos, apenas entre a dosagem de probiotico utilizada, sendo,
108 e 5 x 10°, respectivamente.

A dosagem reduzida de probi6tico que o T1 recebeu, frente ao desafio de
Salmonella enterica Heidelberg com elevada dosagem (1,0 x 108 UFC/ave), pode ter
sido insuficiente para causar inibicdo, através de seus mecanismos antimicrobianos,
do crescimento da SH, como ocorreu no T2. Segundo Gast et al. (2005) a frequéncia
e duracao da colonizacdo do intestino em lotes de frangos séo influenciadas pela
idade, linhagem genética, estado imunologico e pela dose de Salmonella sp. a qual
foram expostas.

Patterson e Burkholder (2003) citam que microrganismos como O0S
Lactobacillus podem agir na inibicdo de patdgenos através da competicdo por sitios
de ligacdo, competicao por nutrientes, producdo de compostos toxicos, assim como
a estimulacdo do sistema imunoldgico.

Os resultados encontrados no presente trabalho corroboram com os
descritos por Wolfenden et al. (2007), que combinaram probibticos e &acidos
organicos, e reduziu de forma consistente e significativa Salmonella enterica
Enteritidis no papo e tonsilas cecais de frango de corte.

No T4, o qual recebeu a mesma dosagem de probiético do T2, porém com 2
administragcbes a mais, nao houve reducao significativa (p>0,05) frente ao grupo

controle positivo. As aves do T4 podem nao ter ingerido a dose de probiotico
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preconizada, pois o produto diluido ficou disponivel nos bebedouros para a ingestao
via oral.

Varios métodos de tratamento utilizando-se probidticos sdo descritos, como
através da racao, adicdo a agua de bebida, pulverizacdo sobre as aves, inoculagéo
via cloaca, inoculacdo em ovos embrionados, através de cama usada, em cépsulas
gelatinosas e via intra-esofagiana (SCHNEITZ, 1992; ZIPRIN et al., 1993;
ANDREATTI FILHO et al., 1997). A via de administracdo dos probidticos pode
determinar uma melhora ou piora na capacidade de colonizacdo intestinal pelas
bactérias presentes no produto utilizado. A inoculagdo direta no eséfago (intra-
esofagiana) € a mais eficiente (STAVRIC, 1992). Porém, devido a necessidade de
aplicacdo em massa, métodos de administracdo através da agua de bebida ou

pulverizacdo sdo os mais indicados em condi¢cdes de campo (SCHNEITZ, 1992).

10.2 INDICE DE AVES CONTAMINADAS COM Salmonella enterica Heidelberg

No grupo controle positivo, houve 100 % de presenca de Salmonella enterica
Heidelberg (SH) das aves avaliadas. Esse dado corrobora com as observagdes do
capitulo 1, em que observou-se a transmissdo horizontal de SH para 100% das
aves.

Observou-se 100 % de presenca de SH também nos tratamentos T1 e T3.
Nestes tratamentos, as aves receberam 5 x 10° UFC/ave de probiético. Através da
menor dosagem de probiotico, pode ndo ter desenvolvido um reforco na barreira
intestinal, como aumento de muco, e como consequéncia, ocorreu maior colonizagao
de Salmonella enterica Heidelberg no ceco.

As bactérias probibticas podem aumentar a produ¢cdo mucinas, uma camada
de glicoproteinas que, quando em contacto com agua, forma uma pelicula que
lubrifica e protege o epitélio intestinal contra agentes patogénicos, formando uma
barreira fisica entre o epitélio e o conteddo do lumen intestinal (OLIVEIRA-
SEQUEIRA et al.,, 2008), mantendo-se as bactérias num lugar seguro no lumen
intestinal (MATTAR et al., 2002).

Em tratamentos realizados por Menconi et al. (2011) com a dosagem de 10°
UFC/ ave de probidtico em pintos de corte desafiados com 10 UFC/ave de S.
enterica Heidelberg, houve recuperacdo da bactéria de 80 % e 70 % no grupo
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controle em 24 e 48 horas, respectivamente. O que difere os dois trabalhos foi o
periodo de avaliacdo da contaminacao.

Nos tratamentos T2 e T4, houve reducdo de contaminacdo em 58,34 % e
25 % das aves avaliadas, respectivamente. A reducdo da presenca de SH, pode
estar relacionada a dosagem mais elevada de probiético (106 UFC/ave).

Wolfenden et al. (2007) realizaram tratamentos associando mistura de acidos
organicos e probiético com a dosagem de 1,8 x 10’ UFC/ave em pintos de corte
desafiados com 2,4 x 10* UFC/ave de Salmonella enterica Enteritidis, reduzindo 85
% e 79 % em 24 e 48 horas, respectivamente nas tonsilas cecais.

Os dados da Tabela 3 demonstram os resultados de presenca de Salmonella
enterica Heidelberg recuperados nos cecos dos frangos de corte submetidos aos

tratamentos.

Tabela 3 - Percentual de aves contaminadas com SH aos 28 dias de idade nos diferentes
tratamentos.

(Presencal/total (% presenca))

Tratamentos 28 dias
Controle Positivo (12/12)100
T1 (12/12)100
T2 (5/12)41,66
T3 (12/12)100
T4 (9/12)75
Valor de P <0.05*

* p < 0,05 indica que ha associacdo entre os tratamentos utilizados e os percentuais de presenca
encontrados pelo teste de Qui-quadrado;

Houve reducdo no nimero de aves contaminadas com Salmonella enterica
Heidelberg nos tratamentos T2 e T4. O uso de probidticos antes do desafio,
conforme realizado no presente experimento pode ter contribuido para que
houvesse essa reducéao.

Em dois experimentos com pintos de corte de 1 dia, Higgins et al. (2010)
realizaram tratamentos com probiético a base de bactérias acido laticas na dose 1 x
105 UFC/ave administrado 24 horas antes do desafio com Salmonella enterica
Enteritidis na dose 1x 10* UFC/ave. Esses autores ndo observaram diferenca
significativa na reducdo de SE quando comparado ao grupo controle. Porém,
guando executaram em outros dois experimentos, com a dosagem de SE de 4 x 10°
e 9 x 10%, com a mesma dose de probidtico, esta diferenca foi significativa.

As reducdes no percentual de aves contaminadas e a reducéo na colonizagéo

do ceco refletem a importancia de que o controle das salmoneloses a campo pode
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contribuir para uma reducédo da contaminacdo na linha de abate, principalmente na
area da evisceracdo, na qual podem ocorrer rompimentos a nivel intestinal e de
papo.

O aumento da resisténcia de S. enterica Heidelberg serve de alerta para a
progressdo da resisténcia bacteriana aos sanitizantes usados em abatedouros
avicolas e para a necessidade de se documentar e inibir esta progressédo (COLLA et
al., 2012).

10.3 DESEMPENHO ZOOTECNICO DAS AVES

Os resultados de peso médio corporal e desvio padrao de frangos de corte
nas diferentes idades submetidas aos tratamentos experimentais estao dispostos na
Tabela 4.

Tabela 4 - Peso médio corporal (g) e desvio padrdo de frangos de corte nos dias 0, 7, 14, 21 e
28 dias

Tratamento Peso médio em gramas
0 dia 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
CP 43,13 +1,11* 131,00 +8,04* 310,75+ 38,752 578,75+ 39,50 968,75 + 98,042
T1 44,38 £ 1,11* 127,00 £6,79% 312,38 + 44,632 592,83 + 48,652 995,50 + 101,322
T2 43,88 £ 1,492 129,25+6,70% 314,25+ 35,742 625,00 + 45,212 1043,17 + 57,582
T3 4550+ 0,912 137,72+ 1,66% 364,17 £6,608 650,24 +47,222 1103,31 + 28,342
T4 43,25+ 1,668 127,47 +4,84% 277,71+11,348 551,71 +40,752 904,86 + 87,472
Valor de P 0,09 0,17 0,28 0,57 0,60

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa p<0,05 no teste de Kruskal-Wallys.

Para os valores de peso médio das aves nas diferentes idades submetidas
aos tratamentos com diferentes dosagens e administracdes de probidtico, ndo foram
observadas diferencas significativas (p>0,05) em nenhuma das idades avaliadas.
Uma provavel causa de nao ter ocorrido esta diferenca, pode estar associada a
fatores de manejo e ambientais.

Rocha et al. (2010) concluiram que o uso de probidticos, acidos organicos e
prebibticos para frangos de corte ndo obtiveram resultados melhores em relacdo aos
parametros de desempenho avaliados.

Santos (2013) avaliou o peso médio de aves tratadas com diferentes
probiéticos com flora definida e indefinida e inoculacdo de Salmonella enterica
Enteritidis, ndo observando diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos.

Porém, efeitos positivos foram encontrados por Tellez et al. (2012), em que

ensaios em escalas comerciais indicaram que a administracdo apropriada de
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probiéticos de culturas definidas para perus e frangos melhorou o desempenho
zootécnico.

As médias de ganho de peso diario e conversdao alimentar das aves nas
diferentes idades submetidas aos tratamentos experimentais estdo descritos na
Tabela 5.

Tabela 5 — Média e desvio padrdao de ganho de peso diario e conversdo alimentar nos
diferentes tratamentos

Médias
28 dias
Tratamentos Ganho de peso diario (g) Converséo alimentar (kg)
Controle Positivo 34,60 + 3,502 2,008 + 0,0672
T1 35,55 + 3,622 2,009 + 0,1482
T2 35,81 + 2,612 2,024 + 0,0362
T3 38,60 £ 0,532 1,901 + 0,055
T4 34,56 + 5,892 1,978 + 0,126
Valor de P 0,64 0,53

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa p<0,05 no teste de Tukey.

Neste estudo ndo foram observadas diferencas significativas (p>0,05) no
ganho de peso diario e na conversdo alimentar, entre os diferentes tratamentos,
provavelmente devido as condicdes ambientais, alimentagcdo fornecida e
equipamentos de fornecimento de agua (bebedouros pendulares). De acordo com
Pickler et al. (2012) ao avaliar o uso de acidos organicos no desempenho de frangos
de corte, esses apresentaram resultados controversos, provavelmente devido aos
diferentes mecanismos de acao, condicdes ambientais, dose e produto utilizado e
parametros avaliados.

Em relacdo a mortalidade das aves, a taxa observada foi de 2,5 % entre os 5
tratamentos. Esta mortalidade ocorreu apenas nos tratamentos T3, e T4, com 5 % e
7,5 %, respectivamente na primeira semana de vida. Todas as aves foram
necropsiadas, e as lesdes macroscopicas encontradas foram caracteristicas de
infeccdo por Escherichia coli (pericardite, aerossaculite e perihepatite). Acredita-se
que nenhuma das mortes estava relacionada a infeccdo por Salmonella enterica
sorotipo Heidelberg, e que a causa mais provavel de contaminacéo foi vertical pela
E. coli.

Segundo Ito et al. (2007) a contaminacéo do ovo pela E. coli pode acontecer
durante a ovoposicdo se estendendo até a fase de incubacdo, culminando na

infeccéo do pinto e desenvolvimento do quadro de colibacilose.
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Segundo Mellata et al. (2003) E. coli nas aves causam doencas
extraintestinais que podem ocasionar aerossaculite, pericardite, perihepatite,

salpingite, onfalite, peritonite e até a morte.

11 CONCLUSAO

O protocolo de acidos organicos e probiotico utilizado no tratamento 2
mostrou-se uma ferramenta eficaz na reducéo da contagem de Salmonella enterica
Heidelberg em frangos de corte aos 28 dias de idade, apresentando diferenca
significativa (p<0,05) quando comparado ao controle positivo e ao tratamento 1.

Os tratamentos 2 e 4 reduziram a quantidade de aves contaminadas por S.
enterica Heidelberg aos 28 dias de idade..

Neste estudo ndo foram observados diferencas significativas (p>0,05) no peso
médio das aves, no ganho de peso diario e na conversao alimentar, entre 0s

diferentes tratamentos.
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