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CARVALHO, Erich Helfer. Probioticos de Culturas Definidas e Indefinidas no Controle
de Salmonella Enteritidis em Frangos de Corte. 2012. 82 folhas. Dissertacdo (Mestrado
em Zootecnia) - Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Dois Vizinhos, 2012.

RESUMO

Uma preocupacao mundial em saide puablica sdo as doencas transmitidas por alimentos. A
Salmonelose figura como a segunda doenca de transmissdo alimentar mais frequente em
paises como Estados Unidos, Canada e na Comunidade Europeia. No Brasil desde 1999 até
2011 a Salmonella ¢ a principal bactéria causadora de doencas transmitidas por alimentos. A
Salmonella é um bacilo Gram-negativo, ndo formador de esporos e devido diferencas
bioguimicas subdividem- se em 2 espécies: Salmonella bongori e Salmonella enterica sendo
que a Ultima divide-se em seis subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae
e indica. A Salmonella enterica enterica sorovar Enteritidis € um dos principais sorovares
encontrados em aves que estd relacionado com Salmonelose em humanos. Nas ultimas
décadas a principal forma de controle de enfermidades bacterianas em granjas avicolas foi o
uso de antimicrobianos. No entanto, o uso destas drogas como medida preventiva tem sido
questionada uma vez que extensos relatos surgiram sobre a resisténcia aos antimicrobianos
entre bactérias patogénicas. Desta forma, a proibicdo de diversos antibi6ticos na avicultura
tem gerado a necessidade do desenvolvimento de novas formas de controle das infecgdes
bacterianas e da melhora no desempenho zootécnico. Os probid6ticos tém sido propostos como
candidatos a preencher esta lacuna. Probidticos foram definidos como aditivos compostos por
microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficio a salde do hospedeiro modulando o sistema imune. Os probio6ticos podem ser
constituidos por culturas de microrganismos definidos ou culturas de microrganismos
indefinidos. Porém, ainda ndo existem estudos que possam comprovar qual das constituicdes
de probidticos é a mais eficaz no controle de Salmonella, o que requer maiores estudos em
relacdo as diferentes constituicdes de probidticos disponiveis para utilizagdo. Neste contexto o
objetivo do presente estudo é abordar por meio de uma revisao bibliografica a importancia da
Salmonella na salde publica e os probidticos como relevante ferramenta de controle de
Salmonelose. Um segundo objetivo é elaborar um capitulo com um artigo intitulado:
“Probidticos de Culturas Definidas e Indefinidas no Controle de Salmonella Enteritidis em
Frangos de Corte”.

Palavras-chave: Saude das aves. Seguranca Alimentar. Probidticos.



CARVALHO, Erich Helfer. Probiotics Cultures Defined and Undefined in Control of
Salmonella Enteritidis in Broilers. 2012. 82 folhas. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia) -
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Dois Vizinhos, 2012.

ABSTRACT

A global public health concern are diseases transmitted by food. Salmonellosis as the second
figure of foodborne disease more common in countries like United States, Canada and the
European Community. In Brazil since 1999 until 2011 the Salmonella bacterium is the
leading cause of foodborne illness. Salmonella is a gram-negative, non-spore-forming and
due to biochemical differences are divided into two species: Salmonella bongori and
Salmonella enterica and the last divided into six subspecies: enterica, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae and indica. The Salmonella enterica enterica serovar Enteritidis is a
major serotypes found in birds that are related to Salmonellosis in humans. In recent decades
the main way to control bacterial diseases in poultry farms was the use of antimicrobials.
However, the use of these drugs as a preventive measure has been questioned since extensive
reports have appeared on the antimicrobial resistance among pathogenic bacteria. Thus, the
prohibition of various antibiotics in poultry has raised the need to develop new ways to
control bacterial infections and improves on the performance. Probiotics have been proposed
as candidates to fill this gap. Probiotics have been defined as live microorganisms comprise
additives which, when administered in adequate amounts, confer health benefits modulating
the host's immune system. Probiotics may be constituted by cultures of microorganisms
defined or undefined cultures of microorganisms. However, there are no studies to prove
which of the constitutions of probiotics is most effective in controlling Salmonella, which
requires further study in relation to the different constitutions of probiotics available for use.
In this context, the objective of this study is to address through a literature review on the
importance of public health Salmonella and probiotics as relevant control tool Salmonellosis.
A second goal is to develop a chapter with an article titled: "Efficacy of a Probiotics Cultures

Defined and Undefined in Control of Salmonella Enteritidis in Broilers".

Keywords: Bird Health. Food Safety. Probiotics.
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1 INTRODUCAO GERAL

Uma preocupacdo mundial em salde puablica sdo as doengas transmitidas por
alimentos. Nas Ultimas décadas ocorreu um aumento de sua ocorréncia em muitas partes do
mundo. O risco da disseminacdo destas doencas pode estar vinculado pela adaptacédo
microbiana, mudancas nos sistemas de producdo de alimentos, héabitos alimentares da
populagéo, sistemas de producdo animal, processos produtivos e tecnologia de alimentos,
globalizacdo no comércio internacional, aumento das populagdes susceptiveis, mudangas no
estilo de vida e comportamento, demandas dos consumidores, assim como mudancas na
demografia humana (CODEX ALIMENTARIUS COMISSION, 2007).

A Salmonelose figura como a segunda doenca de transmissdo alimentar mais
frequente em paises como Estados Unidos, Canada e na Comunidade Europeia, onde é
apontada como causa de aproximadamente 14% dos surtos ocorridos em 2010 (EUROPEAN
FOOD SAFETY AUTORITY, 2012). No Brasil desde 1999 até 2011, dados do Ministério da
Saude apontam a Salmonella como a principal bactéria causadora de doencas transmitidas por
alimentos no Brasil (BRASIL, 2011).

O termo “Salmonelose” é usado para indicar a infeccdo causada por bactérias do
género Salmonella da familia Enterobacteriaceae. A Salmonella é um bacilo Gram-
negativo, ndo formador de esporos e devido diferencas bioquimicas subdividem- se em 2
espécies: Salmonella bongori e Salmonella enterica sendo que a ultima divide-se em seis
subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica (BACK;
ISHIZUKA, 2010). A Salmonella enterica enterica sorovar Enteritidis e a Salmonella
enterica enterica sorovar Thyphimurium séo os principais sorotipos encontrados em aves que
estdo relacionados com Salmoneloses em humanos (BORSOI et al., 2011).

As aves sdo 0s maiores reservatorios de Salmonella spp. existentes. As Salmonellas
sdo frequentemente relatadas em aves e seus subprodutos, particularmente devido ao sistema
de producdo em confinamento ao qual sdo submetidas e aos programas nacionais para
isolamento e identificagdo de Salmonella spp. (YAO et al., 2011).

O consumo de alimentos contaminados por esta bactéria pode causar uma
gastroenterite que provoca dores abdominais, vomito, diarreia, e é especialmente prejudicial
aos grupos considerados de risco (criangas, idosos, gravidas e imunodeprimidos), podendo
gerar quadros mais complicados e causar a morte do paciente. As toxiinfeccGes alimentares
em seres humanos estdo relacionadas ao consumo de carne de frango e ovos contaminados

(ROSSI JUNIOR et al., 2009), sendo a carne de frango o alimento de maior enfoque na
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aplicacdo de programas de prevencdo e controle aplicados por governos em todo o mundo
visando a reducédo de casos em humanos (MEAD et al., 2010).

Nas Ultimas décadas a principal forma de controle de enfermidades bacterianas foi o
uso de antimicrobianos. No entanto, o uso destas drogas como medida preventiva tem sido
questionada uma vez que extensos relatos surgiram sobre a resisténcia aos antimicrobianos
entre bactérias patogénicas (PARRY, 2003). Alguns antibidticos podem facilitar a
colonizagdo, aumentar a excregdo e prolongar a disseminagdo de Salmonella spp. Desta
forma, a proibicdo de diversos antibidticos na avicultura tem gerado a necessidade do
desenvolvimento de novas formas de controle das infeccGes bacterianas (COX; PAVIC,
2010).

Neste contexto, os probidticos tém sido propostos como candidatos a preencher esta
lacuna (KABIR, 2009). Probioticos foram definidos como aditivos compostos por
microrganismos Vvivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficio a satide do hospedeiro modulando o sistema imune (GAGGIA, 2010).

Na alimentacdo das aves, as espécies que pertencem aos probidticos possuem um
efeito benéfico sobre o desempenho zootécnico, a modulacdo da microbiota intestinal e
inibicdo do patdgeno, alteragbes histoldgicas intestinais, imunomodulacdo, parametros
hematoldgicos e bioquimicos e as caracteristicas sensoriais da carne de frango (KABIR,
2009).

Neste contexto o objetivo do presente estudo € abordar, por meio de uma revisdo
bibliogréafica, a importancia da Salmonella na satde publica e os probidticos como relevante
ferramenta de controle de Salmonelose. Um segundo objetivo € elaborar um capitulo com
um artigo intitulado: “Probioticos de Culturas Definidas e Indefinidas no Controle de

Salmonella Enteritidis em Frangos de Corte”.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SALMONELLA: CARACTERISTICAS GERAIS

Salmonella ¢ um bacilo Gram negativo, aerobio ou anaerébio facultativo, néo
formador de esporos, oxidase positivo, catalase negativo, fermenta agtcares com produgdo de
gés, producdo de H,S, comporta-se como patogeno intracelular facultativo e é normalmente

movel com flagelos peritriqueos, exceto para Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum
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que sdo imoveis (FORSHELL; WIERUP, 2006). O género Salmonella consiste de apenas
duas espécies: Salmonella enterica e Salmonella bongori. A espécie Salmonella enterica é
dividida em seis subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica
(GRIMONT; WEILL, 2007).

Em cada subespécie sdo reconhecidos diferentes sorovares totalizando na atualidade
2.610, segundo o esquema classico de Kauffman-White, com base na caracterizacdo de seus
antigenos H (flagelares), O (somaético) e ocasionalmente Vi (capsular). A distribuicdo de
acordo com as espécies e subespécies € como se segue: Salmonella enterica subespécie
enterica (1.547 sorovares); Salmonella enterica subespécie salamae (513 sorovares);
Salmonella enterica subespécie arizonae (100 sorovares); Salmonella enterica subespécie
diarizonae (341 sorovares); Salmonella enterica subespécie houtenae (73 sorovares);
Salmonella enterica subespécie Indica (13 sorovares); Salmonella bongori (23 sorovares); 0s
quais ndo reconhecem a espécie proposta Salmonella subterranea tendo sido a mesma
inserida como sorovar da espécie bongori (GUIBOURDENCHE et al., 2010).

Dentro da espécie Salmonella enterica subespécie enterica se destacam 0s sorovares
Gallinarum, Pullorum, Enteritidis e Typhimurium. Estes sorovares sdo monitorados pelo
Plano Nacional de Sanidade Avicola - PNSA através da instrucdo normativa n° 78 de 03 de
novembro de 2003 (BRASIL, 2003), que foca o agente em matrizes de frango de corte e 0
Programa de Reducéo de Patdgenos (PRP) que foi instituido pela Instrucdo Normativa n® 70
de 06 de outubro de 2003 (BRASIL, 2003), que foca nos frigorificos, sendo que os sorovares
Enteritidis e Typhimurium sdo os isolados relacionados com maior frequéncia em produtos
avicolas e em casos de infeccGes alimentares (FLORES; VIVIAN; LOVATO, 2010). A
despeito da introducdo do PRP brasileiro em 2003, a literatura continua registrando a deteccao
de Salmonella num elevado numero de carcacas no comercio varejista (CARVALHO &
CORTEZ, 2008).

A doenca causada por Salmonella é genericamente chamada de Salmonelose
(DOYLE, 1990). O habitat natural das Salmonellas pode ser dividido em trés categorias com
base na especificidade do hospedeiro e padrdo clinico por ele determinado: altamente
adaptadas ao homem incluindo Salmonella Typhi e Salmonella Paratyphi A, B e C, agentes da
febre entérica; altamente adaptadas aos animais, Salmonella Dublin (bovinos), Salmonella
Choleraesuis e Salmonella Typhisuis (suinos), Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum
(aves), responsaveis pelo paratifo animal. A terceira categoria inclui a maioria dos sorovares
que atingem o homem e animais, designadas Salmonellas zoondticas, responsaveis por

doencas de transmissé@o alimentar, de distribuicdo mundial, sendo detectadas na maioria das
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espécies animais utilizados para consumo humano, além de animais silvestres e domeésticos
(RODRIGUES, 2011).

2.2 EPIDEMIOLOGIA E IMPORTANCIA DA SALMONELLA EM SAUDE PUBLICA

O crescimento do comércio internacional aumentou a disseminacdo de agentes
patogénicos e contaminantes nos alimentos. Hoje em dia, 0 mundo esta inter-relacionado e
interdependente. Assim, surtos de doengas transmitidas por alimentos tém se tornado uma
ameaca potencial para o mundo inteiro. (TAUXE et al., 2010).

Um novo conceito, "One World, One Health" ("Um Mundo, Uma Saude"), apareceu
recentemente, indicando que o mundo despertou para a ligacdo entre as doencgas animais e a
salde publica. Pois 60% das doencas infecciosas humanas conhecidas tém a sua origem em
animais (quer sejam domésticos ou selvagens), assim como 75% das doengas humanas
emergentes e 80% dos agentes patogénicos que podem potencialmente ser usados no
bioterrorismo. Também as populacdes humanas necessitam de uma dieta regular de proteina
de leite, ovos ou de carne, e que uma deficiéncia pode ser também um problema de salde
publica. Algumas estimativas sugerem que a producdo mundial de alimentos de origem
animal é reduzida em mais de 20% devido a alguma doenca nos plantéis de animais, o que
significa que até mesmo doencas de animais que ndo sdo transmissiveis ao homem podem
levar a sérios problemas de salde publica devido a escassez de alimentos de origem animal.
Este conceito deve ser traduzido como um novo paradigma a nivel internacional, sendo
trabalhado pelas organizacbes mundiais como Food and Agriculture Organization of the
United Nations (FAQO), World Health Organization (WHO), World Organization for Animal
Health (OIE), World Bank (WB) e a United Nations Children's Fund (UNICEF), e a nivel
nacional o que devera resultar em uma politica sustentavel para a prevencdo da satde publica
e das doencas animais de impacto na interface humano-animal (WORLD ORGANIZATION
FOR ANIMAL HEALTH, 2012).

Segundo a Organizacdo Mundial da Satude (OMS) Salmonella é o agente bacteriano
mais frequentemente envolvido em casos de doencas transmitidas por alimentos em todo o
mundo. O agente é normalmente transmitido ao homem por meio de alimentos de origem
animal, como carne, ovos e leite (NASCIMENTO et al., 2012).

Um grande ndmero de mortes humanas é causado por bactérias do género

Salmonella, particularmente nos paises em desenvolvimento. Sorovares tifoides matam em
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torno de 244.000 pessoas a cada ano (CRUMP et al., 2004), e sorovares nao tifoides matam
em torno de 155.000 pessoas a cada ano (MAJOWICZ et al., 2010). O nimero de casos de
Salmonelose em humanos nos Estados Unidos continua em torno de 17,6 para cada 100.000
pessoas, uma taxa que é tdo alta hoje como era hd uma década (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2011). Metade dos recentes surtos de doencas de origem
alimentar na Inglaterra foi causado por Salmonella enterica, mais do que qualquer outro
agente patogénico (GORMLEY et al., 2011).

De acordo com dados do Ministério da Salde do Brasil, 7.234 surtos de doengas
transmitidas por alimentos (DTA) foram registrados entre 1999 e 2011, e Salmonella spp. foi
associada com 43% dos casos em que o agente etioldgico foi identificado, com 1.660 casos
confirmados. A carne, processados e miudos de frango representam 6% e ovos e produtos a
base de ovos representam 26% do total de surtos de DTA (BRASIL, 2012).

Historicamente Salmonella Typhimurium foi o agente mais comum da doenca de
origem alimentar nos seres humanos, embora nas Ultimas décadas Salmonella Enteritidis
tenha sido mais frequentemente envolvida em surtos de Salmonelose (KOTTWITZ et al.,
2010). H& uma preocupacdo crescente sobre as infeccbes humanas causadas por outros
sorovares como Infantis, Agona, Hadar, Heidelberg e Virchow (FREITAS NETO et al.,
2010).

Na Unido Europeia Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Salmonella
Infantis, Salmonella Hadar e Salmonella Virchow sdo consideradas pela Autoridade Europeia
de Seguranca Alimentar os sorovares mais importantes em termos de salde publica
(EUROPEAN FOOD SAFETY AGENCY, 2007). No Japdo, entre 1999 e 2002, 32% dos
casos de infeccdo de origem alimentar foram devido a Salmonella, com Typhimurium,
Enteritidis e Infantis como os sorovares predominantes. Na Argentina segundo dados do
Laboratorio Nacional de Referéncia de Enterobactérias do Instituto Carlos G. Malbran, a
partir do ano 2000 em diante, Salmonella Enteritidis, Salmonella Infantis e Salmonella Agona
estiveram entre os primeiros 10 sorovares mais frequentemente isolados em seres humanos,
estando além disso Salmonella Enteritidis e Salmonella Thompson implicadas em surtos
humanos de doencas transmitidas por alimentos procedentes de diversas origens (CAFFER et
al., 2010).

Nos Estados Unidos os sorovares mais frequentemente isolados de fontes humanas
foram Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis, Salmonella Newport, Salmonella
Heidelberg e Salmonella Javiana (CENTERS FOR DISEASES CONTROL AND
PREVENTION, 2007).
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No Brasil atualmente os sorovares mais incidentes em carcacas de frangos sao
Salmonella Enteritidis (9.86%), Salmonella Minnesota (9.38%), Salmonella Agona (8.41%),
Salmonella Infantis (5,77%), Salmonella Typhimurium (5,53%) e Salmonella Mbandaka
(5,05%) (FREITAS, 2011).

Mesmo com a crescente preocupacdo com 0s patdgenos emergentes nos ultimos
anos, a Salmonella continua sendo a principal causa de infec¢do alimentar no mundo.
Segundo o Center for Disease Control and Prevention (CDC), a Salmonelose é responsavel
por, pelo menos, 1,4 milhdo de doentes, 15.000 hospitalizacbes e 400 mortes por ano nos
Estados Unidos (GAST, 2008).

Dentre os fatores, sozinhos ou associados, que contribuem para 0s surtos de
salmonelose humana, destacam-se o tempo muito longo entre preparo e consumo,
conservagao inadequada pelo frio, matéria prima contaminada, manipuladores contaminados,
processamento térmico inadequado, equipamentos contaminados, contaminacdo cruzada,
reaquecimento inadequado, alimento tdxico e contaminacdo quimica (AMSON;
HARACEMIV; MASSON, 2006). Do total de 7 surtos de toxinfecgéo investigados durante 13
meses, em municipios do estado de Sdo Paulo 85,7% ocorreram em residéncias e, a
contaminacdo dos alimentos/preparacdes, nas etapas de manipulacdo e preparacéo,
principalmente. Os fatores que contribuiram para a ocorréncia dos surtos foram
armazenamento sob temperatura inadequada (71,4%), tratamento térmico inadequado
(28,6%), contaminacdo cruzada (28,6%), contaminacdo originada pelo manipulador (28,6%),
desinfeccdo inadequada de alimentos consumidos in natura (14,3%) e consumo de alimentos
crus contaminados (14,3%) (BARRETTO; STURION, 2010).

2.3 SALMONELLA ENTERITIDIS

A Salmonella Enteritidis emergiu como um grande problema avicola e de salde
publica no Brasil a partir de 1993. Os estudos epidemiologicos, incluindo a fagotipagem e
sonda complementar de rRNA, sugerem a entrada do sorovar Enteritidis no Brasil via
importacdo de material genético avicola contaminado, provavelmente no final da década de
80, com a hipdtese de que as primeiras cepas foram introduzidas dos Estados Unidos e
rapidamente seguidas por cepas europeias. As taxas de crescimento da avicultura brasileira na
década de 90 criaram condicGes favoraveis para a manutencéo e proliferacdo da bactéria nos
plantéis avicolas (SILVA; DUARTE, 2002).
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A fagotipagem de cepas de Salmonella Enteritidis, utilizando padr@es de lise obtidos
com um conjunto definido de bacteriéfagos, tem sido avaliada como potencial marcador
epidemiolégico. Estudo epidemioldgico utilizando a fagotipagem feito com as cepas de
Salmonella Enteritidis identificadas pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL) de S&o Paulo mostrou
que, até 1992, elas eram predominantemente pertencentes ao Fagotipo 8 (FT-8). Nos anos
seguintes, 1993 a 1995, as amostras passaram a ser quase que exclusivamente do Fagotipo 4
(FT- 4) , sendo que FT- 4 predominava nos paises europeus e o FT-8 e FT-13a nos Estados
Unidos (IRINO et al., 1996).

O isolamento de Salmonella Enteritidis, seja em humanos ou em aves, aumentou
sensivelmente atingindo indices superiores a 50% das ocorréncias em muitos paises
(ANDREATTI FILHO, 2006).

Mesmo ap6s alguns anos da normatizacdo pelo Ministério da Agricultura do Brasil da
utilizacdo de vacinas em matrizes, ou seja, vacina inativada somente contra Salmonella
Enteritidis, este sorovar continua sendo o mais prevalente no Brasil. De 2004 a 2010 a
Salmonella Enteritidis foi o sorovar mais prevalente, representando 42% do total dos
sorovares identificados em carne de frango (FREITAS, 2011).

A globalizacdo, a abertura econdmica e o crescimento da industria avicola
incrementaram o consumo e distribuicdo do frango, ovos e seus subprodutos e, portanto,
também aumentou o risco de transmissdo da Salmonelose produzida pela Salmonella
Enteritidis, por isso, o controle desta zoonose adquire cada vez maior importancia (SAGPYA,
2009).

2.4 PATOGENESE DA INFECCAO E FATORES DE VIRULENCIA

Os eventos envolvidos na patogénese da salmonelose aviaria sdo determinados por
diversos fatores. A habilidade da bactéria em colonizar o trato gastrointestinal (TGI) parece
estar relacionada com a imunidade inata da espécie hospedeira e a diversidade de genes de
viruléncia codificados pelo patdgeno (BARROW et al., 1994). Os quadros septicémicos
atribuidos a Salmonella estdo intimamente relacionados aos efeitos da endotoxina
(lipopolissacarideo, LPS) liberada da membrana externa bacteriana. As infeccdes causadas
por Salmonella apresentam uma patogénese complexa. O primeiro passo no processo da
doenca € a transmissdo da bactéria para um hospedeiro suscetivel, que ocorre geralmente, pela
ingestdo do micro-organismo, que atravessa o trato alimentar (KAUFMANN, 2001).

A patogenia da enterite por Salmonella pode ser dividida em 3 fases: a colonizagao
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intestinal, a invasédo do epitelio intestinal e a diarreia ou estimulo a exsorcéo de fluidos.

Na colonizacdo intestinal ap6s a infeccdo oral, as células bacterianas podem
interagir com a superficie da mucosa, alcancar a ldmina propria, camada na qual as células
epiteliais estdo ancoradas, constituindo o primeiro passo para se estabelecer a infeccdo, pois é
o local do organismo onde se proliferam (VAN IMMERSEEL et al., 2005). Apds isso, 0s
organismos invadem rapidamente os tecidos dos hospedeiros, através do tecido linféide,
inclusive as placas de Peyer e os enterdcitos da mucosa intestinal. O primeiro passo para o
desencadeamento da infecgdo é a aderéncia da Salmonella na mucosa intestinal.

Na invasdo do epitélio intestinal os processos de aderéncia sdo fundamentais para o
estabelecimento das infeccdes. Antes de invadir qualquer tipo de célula, as bactérias devem
encontrar e aderir a um ou mais tipos de células do intestino. A adesdo fisica foi sugerida
como um mecanismo de colonizagéo intestinal (SOEJARDI et al., 1982). Depois da invasao
da Salmonella no epitélio intestinal, esta passa a se multiplicar intracelularmente e devido a
inflamacdo da parede intestinal, macréfagos migram dos vasos sanguineos para a lamina
prépria. Leucdcitos realizam a fagocitose. Posteriormente, 0os macr6fagos retornam ao vaso
sanguineo e disseminam a bactéria pelos Orgdos internos, estabelecendo um quadro de
infeccdo sistémica, decorrente da hiperatividade do sistema reticuloendotelial (VAN
IMMERSEEL et al., 2005).

O processo de internalizacdo é mediado por um grupo de genes designados inv que sao
altamente conservados em Salmonella (DARWIN; MILLER, 1999). Os genes necessarios
para 0 fenotipo de invasdo estdo agrupados em uma regido definida do cromossoma
denominada ilhas de patogenicidade (SCHMIDT; HENSEL, 2004).

As ilhas de patogenicidade mais bem descritas e estudas sdo SPI-1 e SPI-2, sdo as
mais importantes para a viruléncia de Salmonella Enteritidis em galinhas, resultando em
aumento significativo na coloniza¢do do figado e bago por este sorovar (RYCHLIK et al.,
2009). A SPI-1 esta presente em Salmonella bongori e em todos os sorovares de Salmonella
enterica analisados, sua principal funcdo € conferir uma maior capacidade de invasdo da
célula hospedeira pela bactéria, visto que possui mais de 25 genes associados a invasao
(HENSEL, 2004). A SPI-2 é composta por duas diferentes por¢des, uma delas presente
apenas nos sorovares de Salmonella enterica e outra comum as espécies Salmonella bongori e
Salmonella enterica, é essencial para a infeccéo sistémica e sobrevivéncia da bactéria dentro
dos macréfagos (VIEIRA, 2009).

A resposta inflamatoria na mucosa intestinal é importante fator no extravasamento de

fluido intestinal. Prostaglandinas sdo liberadas como resultado a essa resposta ativa a
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adenilatociclase que resulta na grande secrecdo de agua, bicarbonatos e cloretos no limen
intestinal. A resposta inflamatoria também dispara a liberacdo de substancias vaso ativas que,
por sua vez, aumentam a permeabilidade dos vasos da mucosa intestinal levando-os a
exsorcdo de fluido (TOZETTO, 2006). A invasao da mucosa é necessaria, mas ndo suficiente
para o acumulo de liquido para causar a diarreia. E possivel que enterotoxinas sejam
responsaveis ou contribuam para a diarreia associada com Salmonella (DARWIN; MILLER,
1999).

Os microrganismos patogénicos se distinguem de outros da mesma espécie por
possuirem e expressarem genes que codificam os fatores de viruléncia (VIEIRA et al., 2009),
que conferem a bactéria a habilidade de causar doenca no seu hospedeiro (VAN ASTEN;
VAN DK, 2005). Estes fatores de viruléncia propiciam a invasdo e colonizacdo das células
do hospedeiro pelo microrganismo, levando a ocorréncia de uma série de eventos que levam
ao aparecimento da doenca. Estes fatores podem ser mecanismos de invasdo, que interfiram
na resposta imune do hospedeiro ou mecanismos de resisténcia a antimicrobianos (VIEIRA et
al, 2009). Os fatores de viruléncia podem estar localizados no préprio cromossomo da
bactéria, como nas Ilhas de Patogenicidade, ou em elementos genéticos transmissiveis, como
transposons, plasmideos e bacteriéfagos (VAN ASTEN; VAN DK, 2005).

Os fatores de viruléncia estdo envolvidos na adesdo, invasdo, citotoxicidade e
persisténcia intracelular. Estruturas como flagelos, fimbrias, ilhas de patogenicidade,
plasmideos, lipopolissacarideos da membrana externa estdo sendo caracterizados como
importantes fatores de viruléncia (MCGHIE et al., 2009).

2.5 HOMEOSTASE INTESTINAL EM AVES

Homeostase intestinal pode ser definida como a habilidade do intestino defender-se e
prevenir-se da colonizacdo de agentes patogénicos, ou ainda, como equilibrio dindmico entre
a mucosa intestinal e o contedo luminal e preservacdo das caracteristicas estruturais e
funcionais da mucosa dentro dos padrbes esperados para o tipo, espécie e linhagem de ave,
para uma determinada fase de seu ciclo de vida (THOMPSON; APPLEGATE; 2006).

O conceito de equilibrio intestinal é um estado de plena integridade anatdémica,
adequada relacdo microbiologica e atividades fisiologicas e funcionais. A auséncia de
qualquer transtorno digestivo, indicativo da relacdo harmonica entre a microbiota dita
benéfica e a patogénica do hospedeiro. Numa outra visdo, este quadro encontra-se
estabelecido quando dois processos citoldgicos estdo ocorrendo simultaneamente sem



21

desvios: a renovacdo celular (proliferacdo e diferenciacéo), resultante das divisdes mitdticas
das células localizadas na cripta e ao longo dos vilos; e a perda de células (extrusdo), que
ocorre no apice dos vilos. O balanco entre estes dois processos determina o turnover
constante (sintese-migragdo-extrusdo) que define o equilibrio intestinal (SILVA, 2011).

Durante o desenvolvimento embrionario do pinto ndo ha qualquer microbiota natural
intestinal, que se forma a partir da ingestdo de microrganismos durante o processo de
nascimento, aumentando nas primeiras semanas de vida até se tornar uma populacdo
predominantemente de bactérias anaerdbicas. Alguns géneros e espécies bacterianos que
colonizam inicialmente o trato intestinal, geralmente persistem ao longo de toda a vida das
aves, passando a compor a microbiota intestinal residente (PALERMO-NETO et al., 2005).

O ndmero e a composicdo da microbiota intestinal em aves variam
consideravelmente ao longo do trato gastrointestinal. O ceco é conhecido como o segmento de
maior colonizacao de microrganismos, estando presente um grande nimero de bactérias Gram
positivas e negativas. O processo de aderéncia das bactérias no intestino € realizado através de
fimbrias. Considerando-se que os enterdcitos no intestino delgado apresentam seu glicocalix
composto por polissacarideos, a colonizagdo das bactérias nos diferentes segmentos esta na
interacdo da fimbria de uma bactéria com o glicocélix do enterécito (MAIORKA, 2004).

O ceco é conhecido como reservatorio de Salmonella, porém o ileo tem interesse
particular por sua proximidade ao ceco, albergando grande populacdo microbiota e também
como porcdo do intestino frequentemente colonizada por Salmonella (THOMPSON,;
APPLEGATE; 2006).

As projecdes da mucosa intestinal denominadas vilosidades, sdo compostas por trés
tipos de células funcionalmente distintas: enterdcitos, células caliciformes e células
enteroenddcrinas. Os enterdcitos sao células que respondem pela digestéo final do alimento e
pelo transporte trans-epitelial dos nutrientes. As células caliciformes sdo secretoras de
glicoproteinas, que tém a funcdo de proteger o epitélio intestinal contra acdo de enzimas
digestivas e efeitos abrasivos da digesta. As células enteroenddcrinas, por sua vez, sdo
produtoras de hormdnios peptidicos (gastrina, secretina e colecistoquinina) e monoaminas
biogénicas que participam na regulacdo da digestdo, absor¢do e utilizagdo dos nutrientes
(MAIORKA, 2004).

O principal desafio da producéo avicola hoje se refere a busca de um equilibrio entre
a microbiota intestinal e o hospedeiro. Esse equilibrio baseia-se na presenca de
microorganismos benéficos ao animal e que ndo facam competicdo com o hospedeiro por

nutrientes ou estejam envolvidos em toxinfec¢do em seres humanos (PICKLER et al., 2011).
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Os acidificantes e os probidticos atuam no equilibrio da microbiota intestinal
diretamente e consequentemente na manutencdo da homeostase intestinal. Os acidificantes
possuem efeito bacteriostatico ou bactericida sobre microrganismos prejudiciais, enquanto
estimulam o crescimento de microrganismos benéficos como Lactobacilos e Bifidobactérias.
Os probidticos sdo exatamente culturas vivas destes organismos benéficos, que sao
ministradas para promover uma colonizacdo benéfica e excluir os agentes patogénicos
(JUNIOR, 2009).

2.6 IMUNIDADE INTESTINAL DAS AVES

O sistema imune pode ser separado em inato e adaptativo, que trabalham juntos no
combate e eliminacdo dos possiveis agentes patogénicos. Geralmente a ativacdo do sistema
imune diminui o desempenho das aves modernas e para maximizar a eficiéncia produtiva ele
deve ser mantido vigilante e ativado apenas quando requerido. Uma vez ativado, a resolucao
rapida ou transicdo rapida do inato para o adaptativo € desejavel para minimizar as perdas de
produtividade (KORVER, 2006).

A maioria dos agentes invadem o0s animais através das mucosas. Tém sido
amplamente demonstrado que a presenca de anticorpos protetores nas superficies mucosas
protege o animal da entrada de microrganismos (OUWENHAND et al.,1999).

A figura 1 demonstra as rotas de infeccdo por Salmonella enterica, as barreiras do
hospedeiro e os mecanismos de defesa imunoldgica em varios tecidos, onde ap6s a ingestdo, a
Salmonella pode entrar no hospedeiro por invasdo mediada-SPI1-T3SS de células néo-
fagociticas, por absorcdo através de células M, nas placas de Peyer, ou por fagocitose pelas
células dendriticas do limen intestinal. A subsequente disseminacdo do tecido linfatico
intestinal para outros Orgaos linfaticos pode envolver o transporte pelas células imunes.
Células dendriticas que internalizam, mas ndo conseguem eliminar a Salmonella séo
consideradas como “cavalos de Troia” para a disseminacgédo sistémica do patégeno. Dentro de
outros tecidos linfoides, tais como os nodulos linfaticos mesentéricos a Salmonella é
encontrada intracelular e a sobrevivéncia e a replicacdo dentro das células hospedeiras é
dependente da funcdo de SPI2. Os mecanismos e potenciais veiculos celulares para a
disseminacéo para outros 6rgaos do hospedeiro infectado ndo sao totalmente compreendidos e

precisam de mais investigacéo.
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Figura 1 - Rotas de infeccdo por Salmonella enterica, barreiras do hospedeiro e o0s
mecanismos de defesa imunolégica em varios tecidos.

Fonte: Adaptado de Jantsch; Chikkaballi, Hensel (2011).

O mecanismo de defesa associado a mucosa intestinal é mediado pela IgA secretora
(SIgA) (MUIR et al., 2000). Nas mucosas, 0 sistema imune pode agir por trés mecanismos: a)
“exclusdo imune”, um termo utilizado para definir uma protecdo ndo inflamatdria de
superficie em colaboracdo com os fatores de defesa inatos; b) regulacdo imune, com
participacdo de células apresentadoras de antigeno (APC), ativacdo de linfécitos T e B,
liberacdo de citocinas e c¢) eliminacdo pelo sistema imune, que envolve a estimulacdo de
mediadores e células de defesa inata, assim como, a producdo de imunoglobulinas
(BRANDTZAEG et al., 1999).

As aves aumentam a concentracdo de células produtoras de imunoglobulinas no
intestino com o aumento da idade, resposta a colonizacdo do trato gastrointestinal, como
resultado da atividade mitogénica dos lipopolissacarideos bacterianos (PARRY et al., 1977).
Isto pode também contribuir para o estabelecimento de infeccdo por Salmonella spp., devido a
colonizacdo lenta pela microbiota (NURMI; RANTALA,1973; NURMI et al., 1992). A
microbiota normal é importante para a estimulagdo precoce e 0 amadurecimento do sistema

imune intestinal. Estas bactérias nativas modulam a resposta imune pelo aumento ou
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diminuicdo de mediadores secretados pelas células imunocompetentes associadas com o
intestino e pela estimulacéo de linfécitos T auxiliares e supressores (WEIR; BLACKWELL,
1983).

Alternativamente, os antigenos podem mover-se atraveés ou entre 0s enterocitos
(MADARA, 1997) ou pelas areas especializadas do epitélio associado ao foliculo, chamadas
células M (JEURISSEN et al., 1999), que nas aves estdo infiltradas com linfocitos e
localizadas nas placas de Peyer e diverticulo de Meckel.

A imunidade gerada nas mucosas € um fator importante no sistema imune, pois pode
refletir na imunidade, em outros tecidos ou sistemas fisioldgicos do organismo, contra agentes
infecciosos.

O intestino possui 0 Tecido Linfoide Associado ao Intestino (GALT) que comporta
grande parte de nossas células de defesa, € um importante regulador do crescimento
bacteriano da luz intestinal, podendo impedir a adesdo das bactérias na mucosa e diminuir a
possibilidade de crescimento. As células de defesa da lamina propria controlam aqueles
microrganismos que conseguiram romper a barreira epitelial, impedindo a translocagéo para
outros 6rgdos. A resposta imune intestinal contra Salmonella spp. abrange uma série de
interacdes complexas, que incluem as citocinas, os leucdcitos, células epiteliais e outro fatores
presentes no GALT (FUKUTOME et al., 2001). As citocinas apresentam um papel critico na
inducdo e expressao da resposta de IgA nas superficies mucosas (HUSBAND, 2002).

A manipulagdo da microbiota intestinal, usando produtos de exclusdo competitiva e
probidticos € uma alternativa potencial para estimular a resposta imune nas aves tratadas,
especialmente relacionado a ativacdo da SigA. Desde que a mucosa intestinal € modulada pela
interacd0 da microbiota com o sistema imune, € provavel que mudancas durante o
crescimento afetem este microambiente (CUNNINGHAM-RUNDLES, 2004).

A imunoestimulacdo é um dos maiores efeitos funcionais atribuidos ao consumo de
probidticos (AMIT- ROMACH; UNI; REIFEN, 2010; FLINT; O'TOOLE; WALKER, 2010;
FLORE, FRANCOIS; FELICITE, 2010; IBRAHIM et al., 2010; KLEIN et al., 2010;
NAYAK, 2010). Muitos efeitos dos probioticos séo mediados atraves da regulacao do sistema
imune, particularmente através do controle do balanco de citocinas pro-inflamatdrias e anti-
inflamatdrias (LI; XIA; LI, 2009; FOLIGNE et al., 2010; JOBIN, 2010). Diversos estudos em
animais e humanos tém demonstrado evidéncias de que culturas especificas de probioticos
tem habilidade de estimular diversos aspectos da imunidade inata (FARNELL et al., 2006;
BOIRIVANT; STROBER, 2007; BOIRIVANT et al., 2008; AMIT-ROMACH et al., 2010;
ROMANIN et al., 2010; WEISS et al., 2010), como também aumentar a imunidade adaptativa
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(LEBLANCG; FLISS; MATAR, 2004; GALDEANO et al., 2009; NERMES et al., 2011).

2.7 METODOS DE DETECCAO DE SALMONELLA

Na cadeia de producdo avicola a deteccdo de Salmonella deve ser feita a
partir de amostras de fezes, 6rgdos internos, ovos, embrides, racdes e matérias
primas. O monitoramento do ambiente em que as aves vivem serve para monitorar a
infecgdo do lote (CHARLTON et al., 2005; KINDE et al., 2004). Na maioria dos
casos as amostras contém um grande ndmero de outras bactérias, o que torna dificil isolar
colénias de Salmonella através do plagueamento direto em &gar. Assim é comum o uso de
caldos de pré-enriquecimento, caldos de enriquecimento seletivo e &gares seletivos para
diferenciacdo das bactérias. Uma vez isolada uma coldnia morfologicamente compativel,
uma bateria de testes bioquimicos € usada para a confirmacgéo de Salmonella.

Os testes bioquimicos para Salmonella respondem com reacdo de indol negativo,
Voges-Proskauer negativo, producdo de urease negativa, producao de gas sulfidrico positivo e
descarboxilacdo de lisina, dentre outros. O método convencional de isolamento e
identificacdo de Salmonella usualmente requer de 3-5 dias. Na maioria dos casos, torna-se
invidvel uma répida e estratégica tomada de decisdo (MACIOROWSKI, 2005).

Em virtude desta necessidade, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tornou-se
uma poderosa ferramenta no diagnostico microbioldgico na ultima década (KOERICH, 2007).
A padronizacdo dos métodos de deteccdo por PCR de agentes de importancia para a cadeia
produtiva deverd cumprir vérios critérios desde a acuracia analitica e de diagndstico,
probabilidade de alta deteccéo, robustez, baixa contaminagéo, e aceitagdo por protocolos de
facil aplicagdo e interpretacdo (MALORNY et al., 2003). Atualmente, as ferramentas
moleculares de diagnostico, baseadas na analise de DNA, possuem grande importancia no
estudo epidemioldgico de Salmonella spp. Diferentes técnicas moleculares vém sendo
utilizadas, tais como Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e suas variacOes, perfil de
plasmideos, ribotipagem, perfil determinado por sequéncias de insercdo e eletroforese em
campo pulsado (PFGE) (BETANCOR et al., 2004).

Isolados de Salmonella também podem ser identificados ao nivel de subsorotipo
através das técnicas de fagotipagem (uso de virus ou “fagos”), eletroforese em campo
pulsado (PFGE), polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado (AFLP),

biotipagem (testes bioquimicos), resisténcia antimicrobiana e analise de perfil plasmidial. A
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técnica de fagotipagem tem alto valor na caracterizacdo de cepas, porém esta limitada a
poucos sorovares para os quais o esquema de tipificacdo foi desenvolvido até o momento,
incluindo os sorovares Typhi, Typhimurium, Enteritidis, Heidelberg e Schottmuelleri
(LIBBY et al., 2004).

2.8 CONTROLE DE SALMONELLA EM FRANGOS DE CORTE

A Salmonelose apresenta prevaléncia diferenciada nas diversas regides do pais e sua
epidemiologia e controle sdo bastante complexas. 1sso decorre fundamentalmente da condicao
de criacdo dos animais, padrdes de higiene e biosseguranca, nivel de contaminacdo do
alimento, fatores socioeconémicos e fatores ambientais. Dessa forma, o controle 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).

Para estratégias de controle de Salmonella em frangos de corte serem efetivas, alguns
pontos devem ser conhecidos, como o conhecimento da localizagdo destas bacteérias,
frequéncia de aparecimento, sorovares presentes e possiveis fontes de infeccdo. Deste modo a
monitoria torna-se uma ferramenta importante para a avaliacdo do status dos plantéis (BACK
et al., 2006).

A presenca de Salmonella spp. em carcacas de aves estd relacionada com a
colonizacdo intestinal por esta bactéria, que ¢ maior durante os primeiros dias de vida das
aves. Salmonella Enteritidis, além de colonizar o intestino das aves como muitos outros
sorotipos, invade 6rgdos internos como foliculos ovarianos, oviduto, figado, pancreas, baco e
vesicula biliar.

O controle de Salmonella é complexo, pois inimeras sdo as fontes de contaminagéo
em um sistema de produgdo de frangos, incluindo granja de matrizes, incubatorio, alimento,
roedores, insetos, aves silvestres, transporte, meio ambiente da criagdo dos frangos, processo
de abate e meio ambiente da planta de abate eo homem (BAILEY et al. 2001).

Os sorovares de Salmonella diagnosticados no incubatdrio e em pintos de um dia
foram encontrados em carcagas, porém em baixa frequéncia (CORRY et al., 2002).
Diferentemente, Byrd et al (1999) encontraram em seus estudos forte relacdo entre o0s
sorovares encontrados no incubatorio e carcagas.

O estresse causado durante o transporte ao abatedouro aumenta a contaminacao de
Salmonella das aves antes do abate. Pesquisas de Salmonella nas caixas de transporte de

frangos demonstram que os sorovares identificados a campo e sorovares isolados das caixas
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de transporte sdo frequentemente encontrados nas analises de carcacas apds 0 processamento
no frigorifico (CORRY et al., 2002, ROY et al., 2002).

Resultados laboratoriais de pesquisa de Salmonella respondem somente a questdes
definidas (como a presenca ou auséncia de um determinado sorovar de Salmonella em um
tipo particular da amostra) e tém valor limitado para a previsao e resolucdo de problemas
emergentes que envolvem, por exemplo, novos reservatorios. O tipo de amostra selecionada e
tipo de ensaio sdo elementos criticos para determinar a utilidade dos resultados obtidos por
meio dos testes (bacteriologia, sorologia ou analise de material genético). O nimero de
amostras necessarias para estabelecer confianca e validar os resultados estd diretamente
relacionado ao tamanho do lote e inversamente relacionado a prevaléncia da infeccdo (AHO,
1992).

Como muitos sorovares de Salmonella tém algum nivel de invasibilidade, uma
variedade de tecidos internos (incluindo o figado, o baco, ovario, oviduto, testiculos, saco
gema, coracdo, sangue do coragdo, rim, vesicula, pancreas, liquido sinovial e olhos) sao
potencialmente Uteis para a deteccdo de aves infectadas. Mdltiplos 6rgdos (processados
individualmente ou em pool) sdo normalmente coletados a partir de cada ave para maximizar
a probabilidade de deteccdo (GAST et al., 1990).

Swabs cloacais ou amostra de fezes sdo materiais testados para a deteccdo de
Salmonella, porém a intermiténcia de excrecdo fecal da bactéria por aves infectadas limita a
confiabilidade das amostras selecionadas (VAN IMMERSEEL et al., 2004). A excrecéo fecal
de Salmonella pelas aves também pode ser indiretamente detectada testando amostras do
ambiente de criacdo, sendo esta estratégia Util para o acompanhamento da entrada de
Salmonella carreadas por vetores, trabalhadores, equipamentos e outras fontes. Deste modo,
Kingston et al. (1981) sugeriram que a partir de swabs de arrasto, coletados do chdo dos
galpdes de frangos, € possivel detectar a presenca de Salmonella com alta sensibilidade.

Por varios dias ap6s a eclosdo as aves sdo altamente sensiveis a infecgdo por
Salmonella porém elas tornam-se mais resistentes durante as primeiras semanas de vida. Esta
transicdo € principalmente devido a aquisicdo gradual, pelos pintos, de uma microflora
intestinal completa a partir do meio ambiente. A capacidade das bactérias da microbiota
normal do trato gastrointestinal dos frangos inibirem a colonizagdo por patgenos entéricos,
tal como Salmonella, tem sido estudada e aplicada para desenvolver tratamentos para
modulacdo do trato gastrointestinal. Tais tratamentos geralmente envolvem a administracao
de culturas bacterianas definidas ou indefinidas, visando diminuir a colonizagéo

gastrointestinal por organismos como a Salmonella. O mecanismo pelo qual estas culturas
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exercem um efeito protetor contra patdgenos é muitas vezes caracterizado globalmente como
exclusdo competitiva (EC). Manipulagbes ndo microbianas da bioquimica gastrointestinal
foram igualmente trabalhadas para conseguir modular colonizagdo intestinal bacteriana.
Quanto as Salmonellas tificas, ndo € conhecido se existem varia¢fes entre 0s sorovares ou
cepas na suscetibilidade a exclusdo competitiva pela manipulacdo da flora ou bioquimica
intestinal (GAST, 2007).

Aditivos alimentares para o controle de Salmonella incluem antimicrobianos de uso
profildtico e curativo, acidos organicos, 6leos essenciais, prebidticos, probidticos e
simbidticos (VAN IMMERSEEL et al., 2003).

Com as proibicbes de uso de certos antimicrobianos na criacdo de frangos, os acidos
organicos e 6leos esséncias de plantas tiveram pesquisas mais intensas nos ultimos anos.
Acidos organicos sdo considerados todos os &cidos organicos carboxilicos, incluindo &cidos
graxos e amino acidos, com a estrutura geral R-COOH. Nem todos os acidos tém acéo
antimicrobiana sobre a microbiota intestinal (DIBNER; BUTTIN, 2002). Os &cidos mais
estudados no controle de Salmonella e no desempenho zootécnico das aves sdo 0s acidos
organicos de cadeia curta, com 1 a 7 carbonos (short-chain fatty acids - SCFA), representados
pelos acidos férmico, acético, propiénico e butirico; e os trigliceridios de cadeia média, com 6
a 12 carbonos (médium-chain fatty acids - MCFA), representados pelos acidos caprdico,
caprilico e caprico (VAN IMMERSEEL et al., 2004).

Assim como os acidos organicos, os 6leos essenciais tém sido usados como
melhoradores de desempenho e antimicrobianos. Os 0Oleos constituem-se em complexas
misturas de substancias volateis, geralmente lipofilicas, cujos componentes incluem
hidrocarbonetos terpénicos (6leo citrico), alcoois simples (linalol), aldeidos (cinamaldeido),
cetonas (0leo de canfora), fenois (timol, eugenol e carvacrol), ésteres (6leo de lavanda) dentre
outros, em diferentes concentragdes, nos quais um composto farmacologicamente ativo é
majoritario (SANTURIO et al.,2007).

Dentre as medidas preventivas como probiéticos e prebidticos adotadas para evitar a
contaminacgéo de lotes por Salmonella estd o uso de vacinas. As vacinas contra Salmonella
foram inicialmente utilizadas para controle dos quadros de Pulorose (Salmonella Pullorum) e
Tifo aviario (Salmonella Gallinarum), com vacinas vivas feitas a partir de uma cepa
rugosa de Salmonella Gallinarum, de baixa patogenicidade. Somente o uso desta ferramenta
ndo foi suficiente para controlar os quadros clinicos. A eliminacdo de lotes positivos e adogéo
de medidas de vazio sanitario adequado e desinfeccdo também foram necessérias. Com o

controle destas Salmonellas comecaram a ter importancia as Salmonellas paratificas. Em
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virtude do fato de que o uso de medidas de biosseguranca e tratamentos com antimicrobianos
ndo serem suficientes para controlar as Salmonella paratificas, houve a necessidade de outras
medidas de controle e o desenvolvimento de vacinas teve mais atencdo (CARDOSO;
ROCHA, 2006).

A versatilidade da Salmonella, durante a infeccdo e seus distintos mecanismos de
evasdo do sistema imune, requer uma resposta imune complexa, que resulta numa gama de
vias e respostas muitas vezes ndo alcangadas completamente dependendo do tipo de vacina
utilizada. O objetivo comum de qualquer vacina, seja viva atenuada ou inativada, sera
diminuir a possibilidade de infeccdo letal, principalmente no caso do tifo de transmissao
vertical e contaminacdo do alimento, para a maioria dos sorovares, bem como minimizar o
desafio do ambiente. Evitar a infecgdo das aves nem sempre é um objetivo vidvel, em médio
prazo, e 0 conceito estd associada a protecdo local, nas mucosas, com IgA além de células
citotoxicas, o que é alcancado com o uso de vacinas vivas via mucosa. As vacinas inativadas,
que até o momento devem ser utilizadas por via parenteral, limitam a reacdo a geracdo de
Linfécitos T CD4, quando se busca a resposta celular. Mas a resposta mediada por Linfdcitos
T CD8 (citotdxicos), que estdo ligados ao “clearance” bacteriano (capacidade de eliminagio
da bactéria do organismo), é uma resposta caracteristica de vacinas vivas por qualquer via de
aplicacdo. A memoria imunologica, importante para aves de ciclo longo, é alcancada mais
eficientemente com vacinas vivas, devido a uma maior expressdo dos epitopos protéicos.
Protecdo de longa duracdo e eficécia é atribuida a vacina viva de Salmonella, possivelmente
como resultado de uma maior persisténcia na apresentacdo de antigenos ao sistema imune do
hospedeiro (BABU et al., 2004).

Devido ao fato da eficicia das vacinas serem mais confiavel quando o sorovar
infectante dos lotes € 0 mesmo sorovar contido na vacina, esta estratégia € de valor
questiondvel na prevengdo da emergéncia de novos problemas associados & sorovares de
aparecimento inconstante. A vacina¢do pode ser mais valiosa quando como de programa de
reducdo de riscos, especialmente quando aplicada a lotes de aves muito suscetiveis ou lotes
expostos a varias fontes de contaminacdo, quando evidéncias epidemioldgicas
direcionam a preocupacdo a um sorovar de Salmonella especifico (GAST, 2007).

Para Gast (2007), sete caracteristicas comuns entre 0s programas atuais de controle
de Salmonella devem ser adotadas: aquisi¢do de pintos de matrizes comprovadamente livres
de Salmonella; desinfeccéo dos ovos e incubagdo em condicdes rigorosas de higiene; rigorosa
limpeza dos galpdes de aves entre cada lote; implantacdo e documentacdo do controle de
pragas com monitoria periédica; aplicagdo de rigidas normas de biosseguranga, com restri¢do
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de pessoas e equipamentos dentro do galpéo e entre galpdes; peletizacdo da racéo e exclusdo
de proteinas de origem animal da formulacéo; tratamento adequado da &gua. Outra maneira
de controlar a Salmonella enterica em frangos de corte € a exclusdo competitiva usando
misturas de microorganismos definidas ou indefinidas (STERZO et al., 2007).

As estratégias de controle como antibidticos, probidticos, prebidticos, simbioticos,
acidos organicos, biosseguridade e vacinas, sdo eficientes no controle de Salmonella quando
usados em combinacdo. Diferentes estratégias tém sido utilizadas para controlar a infeccéo de
Salmonella na carne de frango. No entanto, apesar da importancia de cada uma dessas
ferramentas e os mecanismos de acdo diferentes, € importante ressaltar que nenhum deles é
capaz de trabalhar eficazmente, por si s6: cada um deles ndo é mais do que uma ferramenta,
quando a sua utilizacdo é de forma individual, mas é uma abordagem e solucdo fantastica
quando usadas em combinacdo (BUITRAGO, 2011).

2.8.1 Probidticos

Varias defini¢des de probidticos tém sido utilizadas nos dltimos anos. Probidticos
sdo produtos constituidos por microrganismos vivos que uma vez introduzidos no organismo
animal influenciam beneficamente o hospedeiro através da melhoria do balanco microbiano
intestinal (FULLER, 1989). O Food and Drug Adminstration (FDA) dos Estados Unidos
define probidticos como uma fonte de microrganismos viaveis que ocorrem naturalmente, 0s
quais podem ser utilizados diretamente na racdo de animais (DFM: direct-fed-microbial). Os
probidticos sdo constituidos por microrganismos vivos e viaveis (SCHREZENMEIR; DE
VRESE, 2001), normalmente presentes no trato gastrointestinal ou por vezes, de vida exterior
(ex. Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis). S&o culturas Unicas ou mistas de
microrganismos que, administrados a animais ou humanos, produzem efeitos benéficos no
hospedeiro por incremento das propriedades da microbiota nativa (HAVENAAR; HUIS IN’T
VELD, 1992).

A definicdo aceita internacionalmente: microrganismos vivos, administrados em
quantidades adequadas, que conferem beneficios a saude (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF UNITED NATIONS; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001).

Neste sentido, foram definidos como microrganismos vivos adicionados a
alimentacdo humana ou animal, com o intuito de reforcar ou restabelecer o equilibrio
microbiano intestinal, conferindo, consequentemente, salde ao hospedeiro. Previamente ao

uso comercial, micro-organismos probidticos devem ser submetidos a diferentes testes para o
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reconhecimento de sua seguranca como aditivo alimentar para humanos e animais
(O’TOOLE; COONEY, 2008).

A histdria dos probi6ticos é conhecida ha centenas de anos, mas somente no inicio do
século passado foi estudada racionalmente e pesquisada com bases cientificas. O uso de
organismos probioticos surgiu no Oriente Médio, onde médicos prescreviam iogurtes e outros
leites fermentados como terapéutica para afeccGes do trato gastrointestinal e também como
estimulante do apetite.

A primeira informacédo sobre leites fermentados, influenciando a saude humana, foi
publicada por Elie Metchnikoff’s (1907), pesquisador do Instituto Pauster de Paris, ap0s
observar a longevidade de camponeses bulgaros e atribuir o fato a dieta constituida
basicamente de leite fermentado. Pesquisando os componentes do leite, Metchnikoff isolou o
Bacillus bulgaricus, identificado depois como Lactobacillus bulgaricus. No seu livro “The
prolongation of life” Metchnikoff’s (1907) especulou que microrganismos nocivos ao
aparelho intestinal expelem substancias prejudiciais ao hospedeiro. Entdo, por meio da
ingestdo de alimentos benéficos, no caso o leite fermentado, pode-se melhorar o ambiente
intestinal (hoje referida como manipulacdo microbiana), fortalecendo a salde e aumentando a
expectativa de vida do individuo (MACARI; FURLAN, 2005).

Lilly e Stillwell (1965) foram os primeiros a utilizar o termo probi6tico, verificando
a acdo de microrganismos como melhoradores de desempenho. Porém, Parker em 1974, foi o
primeiro a utilizar o termo probidtico no sentido empregado atualmente: como organismos e
substancias que contribuem para o balan¢o microbiano intestinal.

O marco do uso de probiodticos em aves foi dado por pesquisadores finlandeses
(NURNI & RENTALA, 1973): em seus experimentos, os autores observaram que o contetdo
intestinal de aves adultas normais, administrados oralmente as aves com um dia de idade,
alternava sua sensibilidade a infeccdo por Salmonella spp., prevenindo o estabelecimento
desta no intestino. Esta ideia foi conceituada como “Exclusdo Competitiva”, tornando-se
conhecida como “conceito de Nurni”.

A década de 70 foi marcada pelo inicio do uso de um probiotico para fim animal, o
Lactobacillus acidophilus. Este fato culminou com a preocupagéo, por parte das autoridades e
orgdos de saude animal internacionais, com as ra¢Ges animais contendo antibiéticos. A
preocupacdo resultou na interdicdo do uso de algumas dessas substancias alegando que a
eficAcia desses componentes poderia ser diminuida quando utilizados em humanos, se
administradas continuamente em animais. A Unido Européia em 1997 proibiu o uso de

Avoparcina e, em 1998, de Bacitracina de Zinco, Espiramicina, Virginiamicina e Tilosina. Os
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produtores europeus atualmente podem recorrer a apenas quatro melhoradores de
desempenho: monensima, salinomicina, avilamicina e flavomicina; os dois primeiros sao
ionoforos bastante utilizados como agentes anticoccidianos para aves, restando apenas o0s dois
ultimos como melhoradores de desempenho para frangos de corte e outras aves.

No Brasil, em 1992, a Portaria n° 159, do Ministério da Agricultura veda o uso de
antimicrobianos para acdo como aditivos sistémicos, promotores de crescimento ou
conservantes como tetracilinas, penicilinas, cloranfenicol e sulfonamidas. O Oficio circular
19/98 de 16/11/98 do Ministério da Agricultura, suspende o uso de Avoparcina e a Portaria
448 de 10/09/98 proibe a fabricacdo, importacdo e uso de Cloranfenicol, Furazolidona e
Nitrofurazona. Atualmente, os aditivos autorizados como melhoradores de desempenho de
frangos de corte sdo: &cido 3-nitro, &cido arsanilico, avilamicina, nitrovim, olaquindox,
tilosina, virginiamicina, bacitracina de zinco, espiramicina e enramicina, de acordo com o
Ministério da Agricultura. Pesquisadores sensibilizados com o problema procuraram
alternativas ao uso de antibidticos na racdo animal, pois a simples retirada desse produto
provocaria grandes danos econdémicos.

Os probidticos estdo incluidos em um grupo grande de formulacfes denominadas
“alimentos funcionais” para humanos, incluindo iogurte, bebidas, capsulas, e suplementos
alimentares, que visam restabelecer o equilibrio da microbiota intestinal (O’TOOLE;
COONEY, 2008).

A microbiota, em equilibrio, atua como uma barreira de defesa, impedindo a fixagéo
de patdgenos no trato gastrintestinal. Ao contrario, condi¢es de desequilibrio microbiano
como estresse e troca de alimentagdo podem criar um ambiente favoravel a fixacdo de
microrganismos patogénicos. Em resposta a essas modificagdes, ocorre redugdo no
desempenho, normalmente associada a alteracdes histologicas e bioguimicas no intestino
delgado, como atrofia das vilosidades e hiperplasia das criptas e, consequentemente, reducéo
na capacidade de digerir e absorver nutrientes da dieta (PLUSKE et al., 1997).

Dentre as caracteristicas desejaveis aos probidticos, destaca-se que estes ndo sejam
destruidos pelo suco gastrico, sendo eficazes em diferentes segmentos do sistema digestorio,
estimule o sistema imune e que propiciem efeito benéfico na absor¢do de nutrientes
(VASSALO et al.,, 1997). As bactérias mais comumente utilizadas em formulagdes
probidticas sdo os Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Bacillus e Streptococcus.
Algumas espécies de leveduras também sdo usadas como o Saccharomyces (GUPTA; GARG,
2009). Varios microrganismos tém sido considerados ou utilizados como probioticos

incluindo fungos particularmente cogumelo e leveduras como o cogumelo comestivel
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Shiitake, Lentinula edodes, que foi utilizado como probidtico para frangos de corte (WILLIS
etal., 2011) e também bactérias e culturas mistas de microrganismos.

O uso de probidticos como melhoradores de desempenho em animais esta
aumentando, com resultados positivos na melhora do ganho de peso e na conversao alimentar
(KABIR et al., 2004). Tém-se utilizado diferentes microrganismos tais como: varias espécies
de Lactobacillus, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus oryzae, Enterococcus faecium,
Bifidobacterium bifidum e outros. Nas poedeiras tém-se demonstrado além do ganho de peso
e melhora na conversao alimentar, 0 aumento da resisténcia a doencas e na produgéo de ovos.

Os probioticos apresentam efeitos benéficos para o hospedeiro (FERREIRA et al.,
1998). Entre os mais importantes podem ser mencionados o0s seguintes: a) influéncia positiva
na microbiota intestinal: favorecem o crescimento de bactérias da microbiota normal do
intestino, mantendo o equilibrio do meio; b) prevencdo de infec¢des do trato intestinal:
interferem por diferentes mecanismos com as bactérias patogénicas, prevenindo a adesédo e
colonizacao do trato intestinal; c) estimulacdo da imunidade local: os probidticos estimulam a
producdo de IgA secretora no intestino, a qual previne a colonizacdo de bactérias patogénicas,
além disso estimulam a imunidade sistémica pela estimulacdo da producdo de IgG; d) reducéo
de reacdes inflamatorias: devido a sua capacidade de proteger o intestino de agentes
invasores, reduz de maneira significativa as enterites; €) regulacdo da motilidade intestinal:
pelo balango entre solutos e liquidos dentro do intestino, regulam a motilidade intestinal,
favorecendo a absorcao de nutrientes.

Os probidticos podem conter microrganismos definidos e em quantidade definida,
adequada a cada espécie animal, ou ndo ter nem os microrganismos definidos em si, nem as
suas quantidades. As espécies mais utilizadas no preparo de probidticos séo: 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 Simon et al. (2001) espécies
de Lactobacillus e Bifidobacterium tém sido usadas mais extensivamente em humanos,
enquanto espécies de Bacillus, Enterococcus, e levedura Saccharomyces foram 0s organismos
mais comumente usados em animais de produgéo.

Na alimentacdo das aves, as espécies que pertencem aos probidticos Lactobacillus,
Streptococcus,  Bacillus,  Bifidobacterium, Enterococcus, Aspergillus, Candida,
Saccharomyces e outros possuem um efeito benéfico sobre o desempenho de frangos de corte
(ASHAYERIZADEH et al., 2009), a modulacdo da microbiota intestinal e inibicdo de
patdgenos (MOUNTZOURIS et al., 2007; HIGGINS et al., 2010), alteracfes histologicas
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intestinais (KABIR et al., 2005; CHICHLOWSKI et al.,, 2007), imunomodulacdo
(KHAKSEFIDI; GHOORCHI, 2006; APATA, 2008), parametros hematobioquimicos
(MATHIVANAN; KALAIARASI, 2007; KAMRUZZAMAN et al, 2005), alteracfes nas
caracteristicas sensoriais da carne de frango de corte (PELICANO et al., 2003) e qualidade
microbiologica de carne de frangos de corte (KABIR et al., 2005).

A eficacia ou ineficacia de um produto probidtico pode ser relacionada com a sua
composi¢do microbiana e viabilidade, método de administracdo e frequéncia, a idade das
aves, higiene das instalacGes, composicdo alimentar (cereais e seu sinergismo ou antagonismo
em relacdo a composicdo microbiana do produto), bem como fatores ambientais de estresse
(SANTQOS, 2010).

Na literatura encontram-se resultados controversos em relacdo a eficacia das
diferentes constituigdes de probidticos. Alguns trabalhos demonstram que culturas indefinidas
normalmente apresentaram melhor desempenho em comparacdo com um produto contendo
uma cultura definida de microrganismos (HINTON, MEAD, 1991; WATERS et al., 2005),
outros demonstram que uma cultura de microrganismos definida é indicada para evitar a
colonizacdo por Salmonella enterica ao invés de culturas indefinidas (STERZO et al., 2007,
ESTRADA; HERNANDEZ; SOTO, 2010).
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CAPITULO 1

PROBIOTICOS DE CULTURAS DEFINIDAS E INDEFINIDAS NO CONTROLE DE
SALMONELLA ENTERITIDIS EM FRANGOS DE CORTE

O Capitulo foi elaborado conforme as normas para publicagdo no

Journal of Applied Poultry Research.
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Carvalho, Erich Helfer; Mendes, Angélica Signor; Takahashi, Sabrina Endo; Assumpcéo,
Rosangela; Santos, José Rodolfo dos; Tagliari, Vinicius Zancanaro; Oldoni, Ivomar;

Assayag Jr, Mario Sérgio; Bonamigo, Douglas Vanderlei; Souza, Cleison de.

Laboratério de Inovagdes Avicolas, Departamento de Zootecnia, Universidade

Tecnologica Federal do Parana — Campus Dois Vizinhos, Parand, Brasil.

RESUMO

Em saude publica, as Salmonellas destacam-se com grande importancia pela sua ampla e variada
ocorréncia no homem e em animais, sendo que as aves ocupam o ponto central na epidemiologia
das Salmoneloses entéricas. A Salmonella Enteritidis € um dos principais sorovares encontrados
em aves que estdo relacionados com Salmoneloses em humanos. Portanto, ha o interesse continuo
de encontrar as ferramentas mais eficazes para prevenir os plantéis da infeccdo e da contaminacgéo
de produtos de aves. As culturas probidticas tém demonstrado sucesso no controle de Salmonella.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia dos probiéticos de diferentes constituicdes: de
culturas definidas e de culturas indefinidas no controle de Salmonella Enteritidis em frangos de
corte, identificando qual a constituicdo e qual ou quais probiéticos testados é mais eficaz. Foram
avaliados o desempenho zootécnico e a contagem e o isolamento de Salmonella Enteritidis.
Probidticos de culturas definidas e probidticos de culturas indefinidas demonstraram sua eficacia
na reducdo de células de Salmonella Enteritidis, mas ndo houve diferengas (p>0,05) entre as
constitui¢Bes de probidticos. Dois dos quatro probidticos utilizados neste experimento, T2 (cultura
definida) e T5 (cultura indefinida) destacaram-se como os mais eficazes no controle de

Salmonella Enteritidis.

Palavras-Chave: Salde das aves, seguranca alimentar, probioticos.
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INTRODUCAO

Em salde publica, as Salmonellas destacam-se com grande importancia pela sua
ampla e variada ocorréncia no homem e em animais (mamiferos, répteis e aves), sendo que as
aves ocupam o ponto central na epidemiologia das Salmoneloses entéricas, representando um
reservatorio de grande importancia sanitaria e de dificil controle [1].

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e compreende as espécies
Salmonella enterica e Salmonella bongori. A espécie Salmonella enterica esta dividida em
seis subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica [2] onde se
incluem a Salmonella enterica enterica sorovar Enteritidis [3]. A Salmonella Enteritidis e a
Salmonella Thyphimurium sdo o0s principais sorovares encontrados em aves que estdo
relacionados com Salmoneloses em humanos [4].

Atualmente, o género Salmonella spp. é composto por 2.610 sorovares, baseados em
reacOes bioquimicas e sorologicas [5]. Somente cerca de 10% destes sorovares ja foram
isolados de aves e apenas uma pequena parcela € comum em granjas de frangos de corte.
Sorovares prevalentes em seres humanos como Typhimurium e Enteritidis também sao
comuns em frangos de corte [6].

A Salmonella Enteritidis é o patdgeno entérico, pertencente a familia
Enterobacteriaceae, de origem alimentar, mais frequentemente descrito na literatura nas
ocorréncias de toxiinfeccbes em seres humanos. A importancia deste microrganismo decorre
de sua prevaléncia significativa com distribuicdo mundial nos lotes de frango de corte e suas
implicac6es na satde publica [7].

Nos ultimos anos, a utilizagdo de antimicrobianos e vacinas inativadas e atenuadas
para limitar ou prevenir as infecgdes com a Salmonella spp. em medicina veterinaria tem sido

questionada devido ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos antibiéticos, como
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também aos riscos potenciais dos residuos dos antibioticos e dos adjuvantes das vacinas em
produtos alimentares derivados de animais para o consumo humano [8]. Por este motivo, 0
seu uso foi sendo gradualmente restrito e foram exploradas outras ferramentas para o controle
desta doenga, assim como a exclusdo competitiva, administrando prebidticos e probioticos [9].

Culturas probidticas tém sido avaliadas para esta finalidade com algum sucesso [10].
Os probio6ticos sdo constituidos por microrganismos vivos e viaveis normalmente presentes no
trato gastrointestinal ou de vida exterior (ex. Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis). Estes
podem ser constituidos por culturas indefinidas em que nem todos 0s seus microrganismos
sdo conhecidos, ou culturas definidas, nas quais a sua composic¢do é conhecida [11].

Neste contexto o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia dos probidticos de
diferentes constitui¢bes: de culturas definidas e de culturas indefinidas no controle de
Salmonella Enteritidis em frangos de corte, identificando qual a constituicdo e qual ou

quais probioticos testados é mais eficaz.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no aviario experimental do Laboratério de Inovagdes
Avicolas/LINAV da Universidade Tecnoldgica Federal do Parand — Campus Dois Vizinhos.
Os procedimentos da pesquisa foram submetidos e aprovados pelo Comité de ética e pesquisa
animal da referida universidade, seguindo as determinacfes do Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA).

Animais, Ambiente e Dieta do Experimento

Utilizaram-se 390 frangos de corte com peso médio inicial de 47,37 £ 0,319, fémeas,
da linhagem Cobb 500 vacinados no incubatério contra doenca de Marek, Bouba Aviaria e

Bronquite Infecciosa.
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As aves foram mantidas do 1° ao 31° dia de vida em temperatura ideal de
conforto em funcdo da idade, com fornecimento de dgua e racdo a vontade, sendo a dieta
balanceada a base de milho e farelo de soja e utilizadas quatro fases de ragdes experimentais:
fase pré-inicial (1 a 8 dias), a fase inicial (9 a 18 dias de idade), fase de crescimento (19 a 26
dias de idade) e fase final (27 a 31 dias de idade). Com excecdo da ragéo final todas as demais
dietas continham coccidiostatico e melhorador de desempenho (Nicarbazina, Narasina e
Enramicina na ragdo pré-inicial e inicial; Salinomicina e Enramicina na racdo de crescimento
e na racdo final sem coccidiostatico e promotor de crescimento). As dietas foram formuladas

de acordo com as exigéncias nutricionais indicadas por Rostagno et al. [12].

Delineamento Experimental

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados com 5
tratamentos e 6 repeticbes cada, totalizando 30 boxes com 13 aves/boxe (densidade de 13
aves/m?). As 390 aves foram distribuidas aleatoriamente nas unidades experimentais. Os
cinco tratamentos foram: T1 - Controle sem probi6tico; T2 - Probio6tico A (cultura definida,
forma liofilizada, 7 cepas: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium bifidum, Streptococcus thermophilus,
Enterococcus faecium); T3 - Probiotico B (cultura definida, forma liofilizada, 11 cepas:
Lactobacillus bulgaricus (3 cepas), Lactobacillus casei (2 cepas), Lactobacillus cellobiosus (2
cepas), Lactobacillus fermentum (3 cepas) e Lactobacillus helveticus (1 cepa); T4 - Probidtico
C (cultura indefinida, forma liquida, microflora intestinal de aves SPF (Specific Pathogen
Free) bactérias anaerdbicas, bactérias do género Enterococcus e bactérias produtoras de acido
latico); T5 - Probiédtico D (cultura indefinida, forma liofilizada, microflora intestinal de aves

SPF (Specific Pathogen Free).



55

Todos os probidticos sdo produtos comerciais disponiveis no mercado brasileiro e
registrados no Ministério da Agricultura. A via de aplicacéo foi a 4gua de bebida das aves. Os
probioticos foram fornecidos 1 hora apds a inoculacdo de Salmonella Enteritidis, com 12
horas de tratamento com probidticos por dia, durante 3 dias consecutivos (1°, 2° e 3° dia de

idade das aves).

Preparacao do indculo de Salmonella Enteritidis e desafio das aves

A cepa de Salmonella Enteritidis, isolada de uma amostra de campo resistente ao
acido nalidixico (100pg/mL de meio), foi recuperada apartir de culturas liofilizadas. A cultura
foi semeada em xilose &gar desoxicolato lisina (XLD) e incubadas a 37° C durante 24 horas.
Para o preparo do in6culo uma coldnia foi retirada do agar estoque e incubada em solucéo
de BHI (Brain Heart Infusion) por 24h a 37°C. Em seguida, semeou-se em uma placa de
Agar Mueller Hinton por 24h a 37°C. A placa foi lavada, com solucéo fisioldgica estéril, e
retirou-se o liquido que foi diluido até a concentracdo 4 da escala de MacFarland, que
corresponde a concentracdo de 1,2 x 10° de Unidades Formadoras de Colénias (UFC) de
Salmonella Enteritidis/ml. Foram realizadas dilui¢des seriadas para a determinacao das UFC.

No momento do alojamento todas as aves foram inoculadas com 1 ml de uma
solugdo contendo 1,2 x 10° UFC de Salmonella Enteritidis/ml, através de uma pipeta estéril

de 3 ml por via oroesofagica.

Desempenho zootécnico

As variaveis zootécnicas analisadas foram: peso médio ao 1°, 5°, 7°, 14°, 21°, 28° e 31°
dias de idade, mortalidade e conversdo alimentar total conforme metodologia proposta por

Miragliotta [13].
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Analises Microbioldgicas

Aos 5dias de idade (120 horas apos inoculagdo ) e aos 31 dias de idade (ao
abate das aves), 12 aves por tratamento por idade (2 aves escolhidas
aleatoriamente de cada repeticdo) foram eutanasiadas por deslocamento cervical e
necropsiadas para a coleta de forma asséptica dos orgaos. Aos 12 dias de idade foi realizada
coleta de swab de cama em todos os 30 boxes para isolamento de Salmonella Enteritidis.

Para avaliar a eficacia dos tratamentos em relacdo a colonizacdo de Salmonella
Enteritidis no trato gastrointestinal realizaram-se culturas de amostras de poll de ileo, tonsilas
cecais e cecos. Em relacdo a invasdo nos orgdos internos, foram realizadas culturas de
amostras de poll de figado, coracdo e baco. Na avaliacdo da colonizacdo do trato
gastrointestinal e invasdo dos 6Orgdos internos foi realizado a técnica do Numero Mais
Provavel de células bacterianas por grama, expresso em NMP/g, para contagem de células
bacterianas e a técnica do enriquecimento seletivo no meio Semi-sélido Modificado
Rapapport Vassiliadis (MSRV) para isolamento da Salmonella Enteritidis, expresso em %
positividade. As analises microbioldgicas foram realizadas em Laboratério de Saude Animal
reconhecido pelo Ministério da Agricultura e Abastecimento (MAPA) de uma empresa

avicola do Brasil.

Contagem de Salmonella Enteritidis

Foi utilizada a técnica do Numero Mais Provavel (NMP) de células bacterianas por
grama, adaptado do protocolo recomendado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) [14], sendo realizada através dos seguintes procedimentos: pre-
enriquecimento em agua peptonada 1% na proporcao 1:10 (amostra incubada em saco tipo
Nasco a 37°C+1°C/18-24h); enriquecimento seletivo em caldo Rapapport Vassiliadis (RV)

(42°C+1°C/18-24h) utilizados 6 tubos de 9ml para cada amostra, inoculado 1ml de agua
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peptonada em 5 tubos (diluigdo 107%) e inoculado 1 ml de uma diluigdo na proporgéo 1:10 a
partir da 4gua peptonada (diluicdo 10) no 6° tubo da série; plaqueamento apartir dos tubos
de caldo Rapapport Vassiliadis (RV), retirado uma al¢ada e semeado os 6 tubos da série em
agar xilose lisina desoxicolato (XLD) (36°C+1°C/18-24h). Apds foi observada a presenca ou
auséncia de coldnias com caracteristicas fenotipicas de Salmonella spp. nas placas e tubos e
submetidas a analise bioquimica em &agar triplice de acUcar e ferro (TSI - Triple Sugar Iron),
agar lisina-ferro (LIA - Lysine Iron Agar), meio sulfeto-indol-motilidade (SIM - Sulphur
Indol Motility), caldo de uréia e agar nutriente. (37°C+1°C/24h) e anélise soroldgica.

Apos confirmacdo dos tubos que apresentaram crescimento de col6nias positivas
para Salmonella spp. registrou-se o nimero de tubos positivos para a série de 5 tubos, e se
houve positividade no 6° tubo. A composicdo final das séries de leitura foi comparada a
tabela de DeMAN [15], na qual o NMP por grama esta estabelecido com diferentes limites

de confianga, sendo 95% o limite adotado nesta pesquisa.

Isolamento de Salmonella Enteritidis

Foi realizada através dos seguintes procedimentos: pré-enriquecimento em agua
peptonada 1% na proporcdo 1:10 (amostra incubada em saco tipo Nasco a 37°C+1°C/18-
24h), enriquecimento seletivo no meio Semi-solido Modificado Rapapport Vassiliadis
(MSRV) (41°C£1°C/24h£3h), isolamento e selecdo através da semeadura em agar xilose
lisina desoxicolato (XLD) (37°C+1°C/24h). Apds foi observada a presenca ou auséncia de
colénias com caracteristicas fenotipicas de Salmonella spp., e submetidas a analise
bioquimica em &gar triplice de agucar e ferro (TSI - Triple Sugar Iron), agar lisina-ferro (LIA
- Lysine Iron Agar), meio sulfeto-indol-motilidade (SIM - Sulphur Indol Moatility), caldo de

uréia e agar nutriente. (37°C+1°C/24h).
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Analise Estatistica

Os resultados de desempenho zootécnico (peso médio, mortalidade e conversao
alimentar) foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). As médias de contagem do
Numero Mais Provavel (NMP) de Salmonella Enteritidis foram transformadas aplicando-se a
transformacéo de boxcox (lambda), realizada ANOVA e comparadas pelo teste de Duncan a
5% de probabilidade para tratamentos com o mesmo namero de parcelas e teste de médias de
Scheffé a 5% para tratamentos com diferente nimero de parcelas. Os resultados de isolamento
de Salmonella Enteritidis foram comparados utilizando o teste Qui-quadrado (y?) a 5%. Todas
as analises foram realizadas utilizando o programa estatistico R Development Core Team

[16].

RESULTADOS E DISCUSSAO

Desempenho Zootécnico

Nas Tabelas 1 e 2 encontram-se os resultados de desempenho zootécnico de frangos
de corte do 1° ao 31° dia de idade. A Tabela 1 apresenta os resultados de peso médio das aves
nas diferentes idades submetidas aos tratamentos experimentais. N&do foram observadas
diferencas (p>0,05) em nenhuma das idades avaliadas. A Tabela 2 apresenta os resultados de
conversdo alimentar e mortalidade no periodo de 1 a 31 dias de idade, em que igualmente ndo
foram observadas diferencas (p>0,05) em nenhuma das variaveis analisadas.

Os resultados encontrados para o desempenho zootécnico em relacdo a outros
experimentos com probioticos remetem a uma observacdo descrita por Rossi et al. [17] que
relata que a maioria das publicagdes existentes onde foi realizado um desafio com Salmonella
patogénica, ndo apresentam diferencas nos resultados de desempenho zootécnico dos animais,

e 0S gque apresentam, ndo submetem os animais a um desafio sanitario. Esta dicotomia, entre
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os dados zootécnicos e sanitarios, dificulta a comparacdo dos resultados obtidos, com o0s
dados de outros autores.

Fato este que acontece também nos estudos de outras ferramentas de controle de
Salmonella como os &cidos organicos onde segundo Pickler et al [18] em avaliagdo do uso de
acidos orgéanicos no desempenho de frangos de corte apresentam resultados controversos,
provavelmente devido aos diferentes mecanismos de acgéo, condigdes ambientais, dose e
produto utilizado e parametros avaliados.

Analisando estudos presentes na literatura observa-se que os resultados obtidos pela
utilizacdo de probioticos de culturas definidas e indefinidas sdo controversos em relacédo ao
desempenho produtivo. Resumindo as observagdes de alguns autores sobre a influéncia de
varios probioticos no desempenho produtivo dos animais, observam-se que autores verificam
um efeito positivo, principalmente os que utilizam probidticos de culturas definidas [19, 20,
21].

Segundo Tellez et al. [22] ensaios em escalas comerciais indicaram que a
administracdo apropriada de probiéticos de culturas definidas para perus e frangos melhorou o
desempenho zootécnico e reduziu os custos de producdo [23]. De acordo com estes autores 0s
dados demonstram claramente que a selecdo de culturas de probi6ticos com eficécia
terapéutica promove beneficios marcantes no desempenho das aves, e que as culturas
definidas podem fornecer uma alternativa atraente para a terapia antimicrobiana convencional.
Appelt et al. [24] verificaram melhor conversdo alimentar de frangos de corte no periodo
inicial (1-21 dia) quando alimentados com probi6tico na racdo, embora para a fase pré-inicial
(1-7 dias de idade) ndo houve efeito do probidtico sobre o desempenho das aves.

Enquanto outros ndo observam qualquer efeito [25, 26]. Em relacdo a probidticos de
culturas ndo definidas a bibliografia ndo indica quaisquer melhorias no desempenho

zootécnico [27]. Bittencourt et al. [28] avaliando a adicdo do produto probidtico contendo
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Lactobacillus acidophillus, Streptococcus faecium e Bifidobacterium bifidum de 1 a 42 dias
de idade para frangos de corte ndo encontraram influéncia sobre o desempenho. Silva et al.
[29] utilizaram o mesmo produto probidtico nas mesmas concentragfes mas encontraram
melhor desempenho zootécnico no periodo de 0 - 21 dias nos frangos alimentados com
probiotico.

Esta variabilidade dos dados pode ser devida a fatores relacionados com o produto e
seu fabrico, o tipo de organismo que se utiliza, 0 método de producdo do probidtico e
viabilidade ap0s a preparacdo, fatores de manejo ou ambientais, via de administracdo, forma
de apresentacdo (liquida ou liofilizada), precocidade da administracdo, condi¢des higiénicas
da exploracgdo, utilizacdo de antibidticos, da combinacdo com prebidticos, visto que alguns

possuem um efeito sinérgico [30].

Isolamento de Salmonella Enteritidis

Os meios de enriquecimento seletivo recomendados pela “Association of Official
Analytical Chemist” (AOAC) e pela “Food and Drug Administration” (FDA) s3o os caldos
selenito cistina (SC) e tetrationato (TT), enquanto que, a “International Organization for
Standardization” (ISO) recomenda TT e Rappaport Vassiliadis (RV) [31]. No Brasil a portaria
n° 126 de, 03 de novembro de 1995 recomenda o uso dos caldos Tetrationato (TT) e Rappaport
Vassiliadis [33]. Um método bastante utilizado no enriquecimento seletivo é o uso de meios
semi-solidos seletivos como o Semi-solido Modificado Rapapport Vassiliadis (MSRV) [32]. O
desempenho do MSRV foi significativamente maior quando comparado com o RV para a
deteccdo de Salmonella em amostras de fezes em poedeiras e frangos comerciais [33].

Com relagéo ao isolamento de Salmonella Enteritidis em frangos de corte, verifica-se

que todos os grupos desafiados apresentaram alguma presenca de Salmonella Enteritidis nas
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diferentes idades avaliadas (5 e 31 dias) e materiais analisados (pool de érgdos e swabs de
cama).

Conforme a Tabela 3, ndo foram encontradas diferengas significativas para o
isolamento de Salmonella Enteritidis no que se refere a colonizac¢do do trato gastrointestinal
(poll de ileo, tonsilas cecais e cecos) e em relacdo a invasdo nos 6rgaos internos (poll de
figado, coracdo e bago) aos 5 dias e 31 dias de idade em nenhum dos probioticos utilizados em
relacdo ao grupo controle.

Mesmo sendo observadas diferencas numéricas na frequéncia de amostras positivas
entre os tratamentos, demonstrando uma reducdo numérica no isolamento de Salmonella
Enteritidis aos 5 dias de idade em pool de ileo, tonsilas cecais e cecos por todos os probidticos
utilizados em comparacédo ao controle, sendo que o T5 (cultura indefinida liofilizada) reduziu
50%, T2 e T3 (culturas definidas) reduziram 42% e T4 (cultura indefinida liquida) reduziu
25%, ndo apresentaram diferenca estatistica (p>0,05).

Estes resultados podem estar baseados primeiramente no fato da Salmonella
Enteritidis possuir alta capacidade invasiva e que podem facilmente ser encontrada nas células
da lamina prépria e entrarem na mucosa cecal [34]. Também pelo fato de que a pré-exposicao
a Salmonella antes de um tratamento com probidticos de culturas indefinidas pode reduzir
substancialmente a protecdo de culturas eficazes [35], conceito este evidenciado por Higgins
et al [36] também para probioticos de culturas definidas que ao avaliar o efeito de um
probidtico de cultura definida administrado 24 horas antes e 24 horas ap6s desafio com
Salmonella Enteritidis em frangos de corte, observou diferenca significativa na reducdo de
Salmonella Enteritidis (reducdo de 76%) quando o probidtico foi administrado 24 h antes do
desafio e ndo ocorreu reducdo significativa (somente 8%) 24 h apos desafio. Borsoi el al [37]

analisando o comportamento da Salmonella Enteritidis ap6s inoculacdo de 10° UFC/ml em
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frangos de corte com um dia de idade demonstraram a presenca de Salmonella Enteritidis no
figado e ceco em 6 horas apds inoculag&o.

A alta concentracéo bacteriana utilizada no desafio das aves (1,2 x 10° UFC/ml) e o
uso dos probidticos de forma individualizada também podem ter contribuido por esta menor
reducdo da colonizagdo intestinal e invasdo dos 6rgdos. Revolledo et al [38] utilizando 10’
UFC/ml de Salmonella Typhimurium, avaliaram o efeito de um probiético de cultura definida
(12 cepas) , um abidtico B-glucano (GoldCell-Biorigin®) e um probiético de cultura indefinida
(Aviguard®) administrado isoladamente ou em associagdo. Evidenciaram que o probiético de
cultura indefinida, probidtico de cultura definida e glucanos ndo foram eficientes na
prevencdo da colonizagdo e invasdo dos 6rgdos em aves com um alto desafio mas foram
eficazes quando os tratamentos foram associados de probidticos de culturas indefinidas com o
probidtico de cultura definida e/ou glucano. Estrada et al [39] avaliando os efeitos de um
probidtico de cultura definida (Broilact®) e um probiético de cultura indefinida (Aviguard®),
fornecidos com 1 dia de idade, sobre a invaséo e colonizagdo de Salmonella Enteritidis (1 x
10® UFC/mI) ndo encontraram diferencas significativas aos 12 dias de idade sobre a invasdo
de Salmonella Enteritidis no figado e baco e na colonizacdo de tonsilas cecais. Somente aos
20 dias de idade o probidtico de cultura definida apresentou uma redugdo de 15% a mais no
figado e baco da invasdo por Salmonella que o probidtico de flora indefinida.

Em contrapartida Vicente et al [40] avaliando um probidtico de cultura definida
(Floramax®B11) de forma liquida e liofilizada via 4gua de bebida durante trés dias
consecutivos (1 a 3 dias de idade), desafiando as aves com 10* UFC/ave de Salmonella
Enteritidis 1 hora antes do inicio do tratamento, evidenciaram reducdo significativa da
colonizacdo de Salmonella Enteritidis em aves jovens. Segundo Vila et al [41] avaliando o
probidtico de cultura definida Bacillus cereus var Toyoi (Toyocerin®) com inoculacéo de 2 x

10° UFC/m foi capaz de reduzir o isolamento de Salmonella Enteritidis de frangos de corte.
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Os resultados encontrados em relacdo ao isolamento de Salmonella Enteritidis na
colonizagdo do trato gastrointestinal e na invasdo dos 6rgdos internos e a analise da literatura
sobre a utilizacdo de probioticos reforcam os conceitos de que o sucesso ou fracasso do
tratamento com probidticos em frangos recém-nascidos depende de bactérias de répido
estabelecimento, no entanto, ainda ndo é conhecido exatamente o tempo ideal para atingir esse
objetivo [42]. Para uma maior eficacia dos probidticos os pintos tém de ser livres de
Salmonella antes do tratamento e criados em boas condic¢des de biosseguridade, especialmente
durante os primeiros 2 dias ap0s o tratamento, tempo este necessario para estabelecimento dos
microorganismos administrados e algumas vantagens do tratamento de probidticos que
incluem a facilidade de aplicacdo e antecipacdo da protecdo (geralmente por spray no
incubatério podendo ser associado a vacina de Bronquite Infecciosa com gota grossa).
Wolfenden et al [43] também sugere que a aplicacdo via spray no incubatério é efetiva para a

protecdo dos pintos contra a infec¢do por Salmonella Enteritidis.

Contagem de Salmonella Enteritidis

O uso de medidas de prevencdo e controle para as doencas transmitidas por alimentos
baseadas em risco tem se firmado como tendéncia de diretrizes internacionais. Este conceito de
gestdo vem sendo consolidado nos ultimos dez anos pelo Codex Alimentarius e pelo
International Commission of Microbiological Specification for Foods (ICMSF) com o
desenvolvimento de métricas para mensurar e estipular metas de inocuidade, considerando a
inter-relacdo entre a presenca de um determinado perigo em um alimento em diferentes etapas
da cadeia produtiva até o consumo e a probabilidade de ocorréncia da doenca na populacéo
[44]. Ao aplicarmos o conceito de analise quantitativa de risco € desejavel que sejam realizadas

andlises quantitativas para uma informacgdo mais precisa isto porque o nivel de contaminacao
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do alimento, assim como o sorovar relacionado, estard diretamente relacionado ao risco de
ocorréncia da doenca [45].

A disponibilidade de uma metodologia oficial para enumeracdo representa o fator
limitante de maior impacto no caso da Salmonella spp. Atualmente s&o poucos os trabalhos
publicados que utilizaram andlises quantitativas em seus experimentos. Espera-se que esta
limitagdo seja minimizada em médio prazo, visto que tramita em fase final a incorporagdo na
ISO 6579:2002 do método de Numero Mais Provavel (NMP) Miniaturizado para enumeracéo
de Salmonella spp. em alimentos baseado em Fravallo et al [46] [47]. Baseado nestas
indicacdes de que a técnica do NMP podera ser uma metodologia oficial para quantificacdo de
Salmonella foi utilizada esta técnica para mensurar o quanto os probidticos podem reduzir a
pressao de infeccdo de Salmonella, também com o objetivo de comparar os resultados deste
trabalho com os futuros dados epidemioldgicos que serdo gerados ap6s implementacdo desta
técnica.

Na Tabela 4 apresentam-se a média e o desvio padrdo da contagem de células de
Salmonella Enteritidis (NMP/g) para cada tratamento.

Né&o foram encontradas diferengas (p>0,05) para a contagem de Salmonella Enteritidis
no que se refere a invasao nos 6rgdos internos (poll de figado, coragdo e bago) aos 5 dias em
nenhum dos probidticos utilizados em relacdo ao grupo controle. Aos 31 dias foram
encontradas diferencas (p<0,05) entre o controle e os demais probi6ticos, mas o grupo
controle com menor contagem. Estes resultados ndo caracterizam eficacia no controle de
Salmonella Enteritidis pelos probi6ticos utilizados frente & invasdo nos 6rgdos internos aos 5
dias e 31 dias de idade. Estes resultados estdo de acordo com Revolledo et al [48] que avaliou
o efeito de um probiotico de cultura definida (12 cepas) , um abiotico B-glucano (GoldCell-
Biorigin®) e um probiético de cultura indefinida (Aviguard®) administrado isoladamente ou

em associacdo e demonstrou que a invasdo do baco nos grupos tratados com probidticos
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isoladamente foi maior que o grupo controle e que também ndo preveniram a invasdo no
figado.

Em contrapartida, foi encontrado diferenca (p<0,05) para a contagem de Salmonella
Enteritidis no que se refere a colonizacdo do trato gastrointestinal (poll de ileo, tonsilas cecais
e cecos) aos 5 e 31 dias de idade. A diferenca entre os niveis de colonizagdo do ceco e
invasdo do figado pode ser devido a fatores de viruléncia da colonizacdo de Salmonella que
sdo baseados em duas ilhas de patogenicidade da Salmonella (SPI 1 e 2) responsavel pela
infecgéo intestinal (SPI 1) e infeccdo sistémica do hospedeiro (SPI 2) [49].

Na contagem de Salmonella Enteritidis referente a colonizacdo do trato
gastrointestinal (poll de ileo, tonsilas cecais e cecos) aos 5 dias de idade foram encontradas
diferencas (p<0,01) entre o tratamento 1 (sem probidticos) com os demais tratamentos com
probidticos (T2, T3, T4 e T5), mas sem diferengas (p>0,05) entre os tratamentos com
probidticos . Foi obtida uma reducdo média de 126 NMP/g (57,5%) de Salmonella Enteritidis
com a utilizacdo de probidticos, comprovando a eficacia de todos os probidticos utilizados na
reducdo da colonizacgdo do trato gastrointestinal por Salmonella Enteritidis. Resultados estes
que estdo de acordo com os resultados descritos inicialmente por Nurmi & Rantala [50] que
comprovaram a eficacia de probidticos no controle de Salmonella, sendo que estes foram
posteriormente suportados por varios estudos realizados em todo o mundo [51, 52].

Os resultados encontrados por [53] com probidtico oferecido na dgua de bebida dos
animais no 1°, 19°, 20° e 21° dias de vida das aves indicam que o probidtico foi capaz de
reduzir a excrecdo de Salmonella Minnesota no papo e ceco de frangos de corte, sendo essa
reducdo de 56% e 51,1% respectivamente em comparacdo com as aves do controle positivo.
Os probidticos que induzem regulacédo diferencial dos genes envolvidos com a apoptose celular
podem resultar em aumento da apoptose no ceco das aves e devido ao fato de Salmonella ser

um patdgeno intracelular, sugere-se que este aumento pode ser um mecanismo pelo qual os
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probidticos reduzem a colonizagdo por Salmonella [54]. Higgins et al [55] defendem a
hipotese de que o sistema imune inato de frangos de corte, especificamente macrofagos,
desempenha um papel importante na reducdo da colonizagdo de Salmonella Enteritidis com
tratamento de probidticos.

Na contagem de Salmonella Enteritidis referente a colonizacdo do trato
gastrointestinal (poll de ileo, tonsilas cecais e cecos) aos 31 dias de idade foram encontradas
diferengas (p<0,05) entre os tratamentos. O tratamento T2 com contagem de 17,5 NMP/g e o
T5 com 30,8 NMP/g obtiveram diferencas (p<0,05) entre o grupo controle T1 e o probidtico do
T3 e do T4, sendo os probidticos mais eficazes no controle da colonizacdo do trato
gastrointestinal por Salmonella Enteritidis. O T2 (probidtico cultura definida) e o T5
(probidtico cultura indefinida) reduziram em média 82,5 NMP/g e 69,2 NMP/g,
respectivamente, em relacdo ao tratamento sem probidtico. Borsoi et al [56] verificando a
presenca e estimando o numero mais provavel de células de Salmonella utilizando o método
do Numero Mais Provéavel (NMP/carcaca) em 180 carcacas de frangos resfriadas a partir de
trés diferentes marcas comerciais adquiridas em varejos encontraram 64.7% das amostras
entre 11 a 100 células e 35,3% entre 101 a 1100 células. Estes dados auxiliam na
determinacdo do risco para sua propria reducao, além do controle de Salmonella nas industrias
de alimentos, sendo que a quantificacdo de patdgenos é apresentada pela FAO e OMS como
controle de Salmonella e Campylobacter em carne de frangos, sendo necessario para reduzir
riscos a salide do consumidor.

A contaminacdo por Salmonella em carne de frango aparece como um problema em
potencial e o risco de contaminacdo cruzada gerado podem ser proporcionais ao numero de
células presentes na carne de frango in natura [57]. Mesmo com a comprovacao da eficacia
dos probidticos no controle da colonizacdo do trato gastrointestinal por Salmonella Enteritidis,

os resultados encontrados pelo probioticos mais eficazes (T2 e T5) ainda ndo foram
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suficientes para eliminar todos os riscos, sendo que em humanos ha evidéncias de que a dose
infectante de 10 a 1000 células de Salmonella ja possam causar doencas alimentares [58],
sugerindo que outras medidas de controle de devam ser utilizadas em associacdo aos
probidticos como prebidticos, simbidticos, acidos organicos, biosseguridade e vacinas.
Comparacéo das diferentes composicdes de probioticos: cultura definida versus cultura
indefinida

Na Tabela 5 apresentam-se os resultados da comparacdo das diferentes composicdes
de probioticos: cultura definida e cultura indefinida, separando-os em trés grupos analisados:
sem probidticos (T1), probioticos de cultura definida (T2+T3) e probidticos de cultura
indefinida (T4+T5) em relacdo a colonizacdo do trato gastrointestinal (poll de ileo, tonsilas
cecais e cecos), apresentando os resultados através da contagem de células de Salmonella
Enteritidis (NMP/g) aos 5 dias e 31 dias de idade.

Diferengas (p<0,01) foram encontradas aos 5 dias de idade entre 0s grupos de
probidticos de cultura definida e cultura indefinida e o tratamento sem probiotico, mas sem
diferenca (p>0,05) entre as constituigdes de probioticos. Os resultados  encontrados
demonstram que ndo héa diferenca na constituicdo dos probidticos no que diz respeito a
culturas definidas e indefinidas, mas ambas sdo eficazes no controle de Salmonella
Enteritidis. Resultado diferente foi encontrado por Waters et al [59] que demonstraram que
culturas indefinidas sdo mais eficazes e Estrada et al [60] que demonstraram que probiéticos
de cultura definida sdo mais eficazes que probioticos de cultura indefinida. Estes resultados
sugerem que as variagdes na eficacia dos probiodticos podem ser devido as diferencas nas
espécies microbianas, linhagens de microrganismos utilizados, aos métodos de preparagdo
dos probidticos e, sobretudo a diferenca na tecnologia utilizada na elaboracdo dos
probidticos pelas empresas que os desenvolveram, pois ainda ndo se conhece a total e

perfeita combinagdo entre as diversas cepas de microrganismos para a atuacdo “in vivo”,
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ndo podendo afirmar quais das constituicbes de probioticos, culturas definidas ou
indefinidas, sdo mais eficazes no controle de Salmonella Enteritidis. N&do foram encontradas
diferencas (p>0,05) para a contagem no que se refere a colonizagdo do trato gastrointestinal

aos 31 dias de idade.

CONCLUSOES

1. Néo foram observadas diferencas (p>0,05) entre os tratamentos para desempenho
zootécnico (conversdao alimentar, mortalidade e peso médio) das aves e em nenhum dos
pools de orgaos e idades avaliadas quando do isolamento de Salmonella Enteritidis.

2. Na contagem de Salmonella Enteritidis (NMP/g) foi comprovada a eficacia na reducdo da
colonizacdo do trato gastrointestinal de Salmonella Enteritidis em frangos de corte de
todos os probidticos testados.

3. Somente os probidticos do T2 e T5 obtiveram contagens de Salmonella Enteritidis
menores que o controle aos 31 dias de idade. Sendo considerados, dos probioticos
testados, os mais eficazes no controle de Salmonella Enteritidis em frangos de corte.

4. Probioticos de Flora Definida (T2+T3) e Probidticos de Flora Indefinida (T4+T5) aos 5
dias foram eficazes na reducdo de células de Salmonella Enteritidis mas ndo houve
diferengas (p>0,05) entre as constituicdes de probioticos, ndo podendo afirmar quais das
constituicbes de probioticos, culturas definidas ou indefinidas, sdo mais eficazes no

controle de Salmonella Enteritidis.
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Tabela 1 - Médias e desvio padrdo de peso corporal (g) de frangos de corte nas diferentes

idades submetidos aos tratamentos experimentais.

Idade T1 T2 T3 T4 T5 Anova:

p-valor

1 dia 47,68+0,74 47,50+0,88 47,18+0,95 47,23+0,46 47,25+1,10 0,86ns

5 dias 108,83+9,62 106,72+4,65 104,58+9,45 100,45+12,98 101,53+6,65 0,50ns
7 dias 146,71+10,98 150,48+7,25 152,17+£10,44 146,61+14,86 139,47+£13,71 0,35ns
14 dias 399,50+49,19 408,83+21,75 415,50+46,92 374,17+48,05 381,50+23,18 0,27ns
21 dias 833,67+90,12 843,83+52,30 872,17+71,61 772,33+71,72 829,67+60,86 0,18ns
28 dias 1328,83+152,14 1393,50+78,28 1400,83+99,35 1243,33+127,97 1428,67+147,55  0,10ns
31dias 1451,83+87,03 1498,17+90,22 1503,00+119,94 1386,33+£84,16  1472,83%85,32 0,12ns

ns= nao significativo pela andlise de variancia (p>0,05).
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Tabela 2 — Média e desvio padrdo de conversdo alimentar e mortalidade no periodo de 1 a 31

dias de idade nos diferentes tratamentos.

Tratamentos Conversao Alimentar (kg/kg) Mortalidade (%0)
Tl 1,620+0,138 26+16,62
T2 1,543+0,072 12+8,07
T3 1,518+0,055 15+18,84
T4 1,664+0,216 1549,73
T5 1,594+0,121 18+15,13
Anova: p-valor 0,36ns 0,08ns

ns= nao significativo pela andalise de variancia (p>0,05).
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Tabela 3 - Numero de amostras positivas em relagdo ao total de amostras analisadas
(positivas/total (% positividade)) para Salmonella Enteritidis em pool de ileo, tonsilas cecais e
cecos e pool de coracgdo, figado e bago aos 5 dias e 31 dias de idade e swabs de cama aos 12

dias de idade nos diferentes tratamentos.

Pool Ileo, Tonsilas Cecais, Pool Coracéo, Figadoe  Swabs de cama
Tratamentos Cecos Baco
5 dias 31 dias 5 dias 31 dias 12 dias
T1 12/12 (100%) 9/12 (75%) 4/12 (33%)  8/12 (67%) 6/6 (100%)
T2 7112 (58%) 6/12 (50%) 6/12 (50%)  9/12 (75%) 6/6 (100%)
T3 7112 (58%) 11/12 (92%) 7/12 (58%) 10/12 (83%) 6/6 (100%)
T4 9/12 (75%) 9/12 (75%) 10/12 (83%) 10/12 (83%) 6/6 (100%)
T5 6/12 (50%) 8/12 (67%) 5/12 (42%)  6/12 (50%) 6/6 (100%)
p-valor 0,595ns 0,820ns 0,507ns 0,861ns 1ns

ns: ndo significativo (p>0,05) ao teste de Qui-quadrado.
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Tabela 4 - Média e desvio padréo da contagem de células de Salmonella Enteritidis (NMP/g)
em pool de ileo, tonsilas cecais e cecos e pool de coracdo, figado e baco aos 5 dias e 31 dias

de idade nos diferentes tratamentos.

NMP/g Poll ileo, Tonsilas Cecais e Cecos NMP/g Poll Coracéo, Figado e baco.

Tratamentos i i i _
5 dias 31 dias 5 dias 31 dias
T1 219,2+102,8 a 100,0+138,2 ab 100,0+£162,5 450+102,3b
T2 85,8 + 989b 175 #37,2 b 151,7+£164,4 126,7 £133,8a
T3 110,0+141,6 b 143,3+147,8 ab 165,8+157,3 165,8+£126,0 a
T4 122,5+133,8 b 220,0£162,5a 248,3£131,1 145,0£126,6 a
T5 542 + 61,3b 30,8 £ 949b 137,5+£169,9 98,3+ 129,5ab
Anova:
0,001** 0,024* 0,058 ns 0,016*
p-valor
lambda 0,22 -0,10 0,03 0,12

ns: néo significativo;
**significativo a 1% de probabilidade;

*significativo a 5% de probabilidade.

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo Teste de

Duncan a 5%.
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Tabela 5 - Comparacdo das médias da contagem de Salmonella Enteritidis, pelo método do

Numero mais Provavel de células bacterianas por grama (NMP/g), em pool de ileo, tonsilas

cecais e cecos aos 5 dias e 31 dias de idade entre os tratamentos sem probidticos (T1),

probioticos de culturas definidas (T2 + T3) e probidticos de culturas indefinidas (T4 + T5).

NMP - lleo, Tonsilas Cecais e Cecos

Tratamentos
5 dias 31 dias
T1 (Sem probidticos) 219,2+102,8 a 100,0+138,2
Cultura definida 97,9+ 120,1b 80,4 £123,5
Cultura indefinida 88,3+ 1076 b 125,4 +£80,4
Anova: p-valor 0,002** 0,996 ns
lambda 0,20 -0,10

ns: n&o significativo;
**sjignificativo a 1% de probabilidade
*significativo a 5% de probabilidade

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo Teste de

Scheffé a 5%.





