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RESUMO

Este trabalho avaliou o efeito do modulador biolégico BAC TRAT® 2A adicionado a
cama de aviario de aves de corte na redugédo da incidéncia de Salmonella spp. O
estudo obteve amostra de dois aviarios na regido Oeste o Parana, e os experimentos
foram realizados no periodo de Janeiro a Outubro de 2023. Em cada aviario foram
coletadas trés amostras de cama, sendo a primeira no intervalo de lote e antes da
aplicagao do produto biolégico; a segunda coleta de 10 a 15 dias apos a aplicagao do
produto BAC TRAT® 2A e apds o alojamento das aves e, a terceira coleta 40 a 45
dias apds a aplicagao do produto BAC TRAT® 2A e apds o alojamento das aves.
Utilizou-se o a metodologia de Numero mais Provavel Miniaturizado para a
quantificacdo de colénias de Salmonella spp. As amostras foram enriquecidas com
agua peptonada e caldo Rappaport, em seguida estriadas em placas de petri com
Agar Salmonella-Shigella (SS). Os resultados demonstraram 91,36% e 92,45% de
redugdo no NMP ml-' de Salmonella na cama dos aviarios analisados.

Palavras-chave: modulador biolégico; cama de aviario; numero mais provavel
miniaturizado.



ABSTRACT

This work evaluated the effect of the biological modulator BAC TRAT® 2A added to
poultry litter in reducing the incidence of Salmonella. The study obtained samples from
two aviaries in the western region of Parana, and the experiments were carried out
from January to October 2023. Three litter samples were collected from each aviary,
the first being in the batch interval and before applying the product biological: the
second collection 10 to 15 days after the application of the BAC TRAT® 2A product
and after housing the birds and, the third collection 40 to 45 days after the application
of the BAC TRAT® 2A product and after housing the birds. The Miniaturized Most
Probable Number methodology was used to quantify Salmonella colonies. Samples
were enriched with peptone water and Rappaport broth, then streaked in petri dishes
with Salmonella- Shigella Agar (SS). The results demonstrated 91,36% and 92,45%
reduction in NMP ml-! of the analyzed poultry houses.

Keywords: biological modulator; poultry bed; most likely number miniaturized.
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1 INTRODUGAO

A carne de frango vem ganhando espag¢o na mesa das familias brasileiras em
funcao de sua disponibilidade, custo-beneficio, facilidade e versatilidade no preparo,
e por sua qualidade nutricional. Segundo o relatério da Associagao Brasileira de
Proteina Animal, em média cada brasileiro consumiu 45,2 kg de frango no ultimo ano
(ABPA, 2023).

No cenario nacional, o estado do Parana responde por 36,15% da produgao
avicola (ABPA, 2023) e para atender a esta demanda, segundo Zaninelli (2019), os
plantéis apresentam maiores densidades levando as aves a terem contato com
inumeros agentes patogénicos por meio da cama, ragéo, agua, ar e no contato entre
0Ss animais.

Dentre os principais patdogenos da avicultura, se destaca o género Salmonella
sp., um bacilo gram-negativo que causa infec¢gées gastrointestinais nas aves e no
homem. Trata-se de um patdégeno muito comum por sobreviver nas varias etapas do
sistema de producéo avicola (VINUEZAN-BURGO et al., 2019).

A carne de frango e seus derivados estao, dentre os produtos de origem animal
mais responsaveis na transmissdo de Salmonella ao homem e, por isso, sao
considerados fatores de risco para infecgdo humana (FAO; WHO, 2009; EFSA, 2015).
Além de estar presente nas aves, a Salmonella também esta presente no trato
intestinal de humanos e outros animais, assim como no ambiente, na aguas, no solo,
em equipamentos e utensilios contaminados (SCALLAN et al., 2011).

O uso de antibidticos no controle de doengas bacterianas é uma pratica comum,
no entanto, a utilizagdo a longo prazo desses antimicrobianos na criagdo de animais
exerce pressao de selecao sobre as bactérias, favorecendo assim a sobrevivéncia de
cepas de Salmonella resistentes, as quais podem ser transferidas para o homem pelo
consumo de alimentos contaminados, podendo levar ao fracasso da antibioticoterapia
(LAl et al., 2014)

Para atender a demanda do mercado e as preocupagdes com a saude em geral
da populagado em busca de produtos saudaveis e carnes com o0 minimo de antibioticos
possiveis, ha necessidade de estudar produtos alternativos que possam substituir o
uso de antibidticos, sem comprometer a produtividade e a qualidade dos produtos

finais. Uma alternativa seria o uso de aditivos probiéticos em camas de aviario, para
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a colonizagdo com microrganismos benéficos, com a finalidade de diminuigdo de
incidéncia de patogenos.

Pensando em contribuir para o bem-estar animal e para o desenvolvimento
sadio do sistema imunoldgico das aves, o mais recente produto BAC TRAT® 2A é um
modulador biolégico a base de esporos de microrganismos do género Bacillus, nao
patogénicos. Sao indicados para a preparacao € manejo de cama de criagao avicola
durante o intervalo sanitario, com a finalidade de prevenir o desenvolvimento de
microrganismos patogénicos, como a Salmonella sp., através da exclusdo
competitiva, melhorando assim as condi¢des sanitarias do ambiente, além de acelerar
a estabilizacdo de restos organicos e aumentar a biodiversidade da microbiota
ambiental e das aves (BIOTECNAL SOLUCOES AMBIENTAIS, 2020).

Nesta pesquisa buscou-se avaliar e quantificar Salmonella sp. nas amostras de
cama de aviario com e sem modulador biolégico BAC TRAT® 2A, a fim de verificar

redugcdes na sua incidéncia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Avicultura no Brasil

No inicio da atividade avicola, a mesma era voltada para subsisténcia das
familias e somente o excedente era comercializado. Porém, a partir da década de 70,
algumas empresas empreendedoras viram perspectiva de crescimento na produgao
de frango no Brasil e desde entdo sua producdo é voltada principalmente para a
comercializagao visando alcancar a mesa de todas as familias (DE ZEN et al., 2014).

No Brasil as exportacdes de carnes de frango vém crescendo nos ultimos 6
anos, a vista disso, os numeros apresentados pela Associag¢ao Brasileira de Proteina
animal (ABPA) mostram que no primeiro semestre de 2023 as exportacdes cresceram
cerca de 8,5% comparadas a mesmo periodo do ano anterior (ABPA, 2023).

A regiao sul do Brasil € uma das mais tradicionais para criagéo de aves devido
a forte presenca de Cooperativas, as quais apoiam os produtores desde o inicio da
fase de alojamento até a comercializagdo do produto final, dando-lhes segurancga,
custo de producao menor, melhor acesso ao mercado, dentre outros (DE ZEN et al.,
2014).

A presenca forte da agricultura familiar, as cooperativas e a produgao de graos
para ragéo tornaram o Paranda, um dos protagonistas do pais na produgéo avicola. Em
2022 o estado perfez 36,15% da produgao nacional, seguido por Santa Catarina e Rio
Grande do Sul (ABPA 2023).

Conforme o relatério da Associagéo Brasileira de Proteina Animal (ABPA), o
ano de 2022 foi um recorde na exportagdo de produtos de carne de frango,
considerando os in natura e processados, o pais finalizou com 4,822 milhdes de
toneladas exportadas. Sendo os principais destinos, a China, Emirados Arabes
Unidos, Filipinas, Unido Europeia e Coreia do Sul (ABPA, 2023).

2.2 Consumo de carne de frango

A pesquisa apresentada pela Associagao Brasileira de Proteina Animal (ABPA)

mostra que 98,5% da populagao consomem algum tipo de proteina animal, sendo que
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a carne de frango corresponde a 94%, do consumo de carne, e € considerada um dos
principais alimentos que compdem a dieta humana (ABPA, 2021).

Comparada com a carne vermelha a carne de frango € considerada um dos
alimentos mais saudaveis, mais conhecido e consumido no mundo, devido a
apresentar varios beneficios a saude humana, sendo indicada principalmente na
perda de peso por ser fonte de proteina magra, além de conter vitaminas, minerais e
aminoacidos. Podendo ser a proteina animal lider de mercado, percebe-se que as
industrias de frango estao preparadas e cada dia mais buscando novidades em cortes
e em produtos que tragam ao consumidor praticidade na hora de adquirir e preparar
suas refeicdes (AGUIAIS; FIGUEIREDO, 2015).

Em vista disso a avicultura de corte, comparando com outros setores do
agronegocio, é uma importante cadeia de suprimentos no setor agroindustrial, que
esta se destacando devido a combinagao de rapido ciclo produtivo e baixo custo,

atingindo consumidores de diferentes classes sociais (RECK; SCHULTZ, 2016).

2.3 Sistema Avicola

A datar da década de 70, desenvolveu-se o novo modelo de avicultura, sendo
formada uma parceria entre industria (frigorifico) e os produtores. O integrado conta
com o apoio da industria para o fornecimento de racdo, medicamentos, e servigos de
assisténcia técnica e reposicdo de lotes (pintainhos). A producdo é garantida a
industria mediante a remuneracgao justa ao avicultor (DE ZEN et al., 2014).

A cadeia avicola é formada de dois tipos de produtores rurais: as unidades
produtivas familiares de médio e pequeno porte, e as empresas fundadas no trabalho
assalariado baseadas nos produtos desses produtores. A expansdo do moderno
complexo avicola brasileiro conta com o apoio dos governos com créditos para o setor
rural (SORJ; POMPERMAYER; CORADINI, 2008).

Sendo uma cadeia recorde em tempo de produc¢ao, a avicultura apresenta um
curto periodo de criagdo, no entanto, varios fatores influenciam neste processo
produtivo como: a reducao da mortalidade nos lotes, conversao alimentar, diminuicdo
da idade de abate, peso médio e velocidade de crescimento (ESPINDOLA, 2012).

Com as constantes evolugdes e ajustes para o segmento de avicultura, surgem

as preocupacgodes presentes nesta cadeia que causam tensdes incessantes das



15

empresas, dos produtores e principalmente dos 6rgaos fiscalizadores. Os motivos
mais comuns sao a necessidade de diminuicdo de custos e desenvolvimento de
produtos inovadores, o permanente risco de doencas nos criatorios, a preocupac¢ao
com as condigdes sanitarias do abate e processamento da carne, as disputas
comerciais internas e externas (JESUS JUNIOR et al., 2007).

Assim como qualquer cadeia de produgao animal, a avicultura exige um grau
de congruéncia entre as diversas atividades no decorrer de seu ciclo. Para que o
objetivo final seja alcangado cada um dos envolvidos necessita fazer sua parte, pois

sem a producdo primaria nao ha produto secundario (JESUS JUNIOR et al., 2007).

2.4 Patéogeno em frango de corte

A criacao de frango no aviario inicia-se pelo alojamento das aves em barracao
de chao coberto geralmente por maravalha. A cama de aviario assim denominada é
composta pela combinacdo de maravalha, penas de aves, excrecdes depositadas e
restos de ragdes que caem do comedouro, e agua (VIEIRA, 2011).

A maravalha tem como principal fungéo absorver umidade, diluir as excretas,
minimizar o contato das aves com o excremento, e fornecer isolamento em relagao a
baixa temperatura do chdo (COBB-VANTRESS, 2019). Apesar de proporcionar
conforto as aves, a cama de aviario pode trazer riscos a elas, visto que contém muitos
contaminantes, na qual a maior preocupag¢ao sao 0s microrganismos patdogenos, que
sao prejudiciais tanto para as aves quanto para os humanos (HAHN et al., 2012).

Dentre os varios patdogenos presentes na cama de aviario, o mais preocupante
e conhecido é a Salmonella. Essas bactérias se reproduzem no sistema digestivo das
aves e podem sobreviver por semanas no ambiente (HAHN et al., 2012). Estes
microrganismos sao capazes de causar doengcas em humanos, que sao transmitidas
por ingestao de alimentos e dgua contaminada causando infec¢des e intoxicagbes
alimentares (BRASIL, 2020).

2.4.1 Salmonella sp.



16

O género Salmonella ¢é caracterizado por bactérias gram-negativas
pertencentes a familia “Enterobacteriaceae” contendo varias subespécies. Possui
extrema habilidade para se proliferar em pH de 7.0 e 7.5 (extremos 3.8 e 9.5),
temperatura de 35°C a 43°C (extremos 5°C a 46°C), porém nao sobrevive a
temperaturas superior a 70°C. Se mantém viavel em matéria organica e no ambiente
por longos periodos e, em fezes de animais pode permanecer por meses (BRASIL,
2011).

A contaminagao de animais e humanos ocorre por via oral, através da ingestao
de alimentos contaminados, na qual o microrganismo invade a mucosa intestinal
causando um quadro diarreico, podendo ser leve, moderado ou agudo. Salienta-se
entdo, que a principal via de transmissao de Salmonella sp. esta na cadeia alimentar,
iniciando pelo ambiente e alimento do animal, passando para o animal, em seguida
para o homem (BRASIL, 2011).

Nas aves a Salmonella compdem a microbiota intestinal e somente ira adquirir
caracter infeccioso (Salmonelose) quando a populacdo de Salmonella aumentar além
do maximo suportavel pelo organismo, causando quebra nesse equilibrio do micro
bioma intestinal. Ocorre, portanto, diarreia, apatia, falta de apetite, penas erigcadas,
ave dormindo durante o dia, problemas reprodutivos e emagrecimento progressivo,
podendo até mesmo levar o animal ao 6bito (BARROS; LIMA; STELLA, 2020).

Devido a facil contaminacédo, ha necessidade de constante aperfeicoamento
das agdes de controle sanitario na area de alimentos, pensando sempre no bem estar
da populacéao e na protegao a saude (BRASIL, 2001). Os 6rgaos de vigilancia exigem
cada vez mais protocolos de biosseguranga e sanitizagdo das granjas, os quais sao
um conjunto de medidas que procuram reduzir a presenga de agentes patdgenos e
evitar sua reinstalacdo, erradicando assim doencas infecciosas em uma area de
produgéo (COBB-VANTRESS, 2019).

Nos ultimos anos alguns paises como os pertencentes a Unido Europeia néao
estdo aceitando carnes importadas com presenca de Salmonella sp., no entanto no
Brasil, o ministério da Agricultura permite que seja comercializado carnes com
presencga de algumas sorovares dessa bactéria, ja que a carne passa pelo processo
de cozimento antes do consumo (BABADOBULOQOS, 2018).

A Salmonella sp., pode causar em humanos a Salmonelose nao tifoide e febre

tifoide, esta ultima em questao € a mais grave com taxa de mortalidade maior. Diarreia,
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dor abdominal e febre sao alguns dos sintomas em comuns dessas duas doengas. O
diagnostico € dado a partir de exames laboratoriais, principalmente de fezes, ja o
tratamento é por meio de antibioticos. A febre tifoide pode evoluir causando outras

complicagbes como: retengdo urinaria e pneumonia (BRASIL, 2020).

2.5 Resisténcia antimicrobiana

A Salmonella sp. € uma das principais bactérias causadoras de doencgas
entéricas em aves, levando, no entanto, a necessidade de uso de antibiéticos como
terapia. Cerca de 70% dos obitos nas aves esta relacionado a enfermidades
bacterianas que sado causadas por membros da familia Enterobacteriaceae, e um dos
fatores que favorecem a disseminagao € a unido de animais sadios com animais
infectados durante a criacdo (MATTES et al.,2005).

Em 1940 surgiram os primeiros dados comprobatorios sobre os efeitos de
antibidticos profilaticos, e desde entdo eles vém sendo usados de forma curativa e
profilatica de uso na ragado ou via agua (LINZMEIER et al., 2009). Porém, por um
tempo isso foi visto de forma favoravel por todos, de modo que utilizando-os de forma
preventiva tinha-se um resultado final positivo, com menores numeros de mortalidade
de frangos. No entanto, com o surgimento de populagbdes bacterianas resistentes,
comegou a se repensar essa modalidade, além do mais, observou-se que esta pratica
estava afetando os animais e também os humanos (LINZMEIER et al., 2009).

Segundo estudos de Silva et al. (2018), a preocupagdo com a presenca da
Salmonella no alimento esta relacionada também com a resisténcia a antibidticos
deste patdgeno. Cepas multirresistentes tém sido encontradas em carnes de frango e
produtos frescos, podendo se originar ainda no aviario, ou ambiente onde o produto
passou até chegar a mesa da familia, sendo o humano exposto as bactérias
resistentes de varias formam, ressalta-se maiores cuidados na producéo, transporte
e armazenamento buscando minimizar a contaminagao.

Por ser uma bactéria de facil disseminacado, e por ndo desenvolver sinais
clinicos em aves, a Salmonella muitas vezes nao é tratada nestes animais,
permanecendo entao sob a pressao seletiva de outros antimicrobianos administrados
durante o lote. Dentre os antimicrobianos testados pela EMBRAPA em 2016 em

frango de corte, é possivel observar a tetraciclina, acido nalidixico, ampicilina,
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enrofloxacina, cefalotina, sendo que a maioria dos isolados apresentou-se
multirresistentes, surge o senso de emergéncia para esse fendétipo que vem sendo
motivo de preocupacao de nivel mundial (RECH et al., 2016).

Muitas classes de antimicrobianos utilizadas no tratamento em animais também
sao usadas por humanos com o objetivo de tratar doengas graves, porém estudos
vém mostrando falhas terapéuticas devido a transferéncia de bactérias resistentes
pela cadeia alimentar (BAHR ARIAS; CARRILHO, 2012).

As restricdes ao consumo de carne de frango tratadas com antibidticos vém
ganhando forga nos ultimos anos, tornando-se necessario novas pesquisas em busca
de desenvolver produtos alternativos para substituir os antimicrobianos (LINZMEIER
et al., 2009). Atualmente ha opgdes como os mbioldgicos, pré-bidticos, probidticos,
simbidticos, acidos organicos, 6leos essenciais, complexos enzimaticos e extratos de
leveduras; com a finalidade substituir o uso de antimicrobianos na producéo avicola
(ALBINO et al., 2006).

2.6 Modulador biolégico

Esse novo cenario de mercado em busca de alimentos cada vez mais
saudaveis, incluindo as carnes, faz-se necessario pensar em novos métodos de
manejo e tratamento da cama de aviario, buscando o bem-estar animal. Entre esses
métodos, conta-se com a utilizagdo de micro-organismos competitivos e benéficos
chamados de modulador biolégico (LARRISON; BYRD; DAVIS, 2010; ROLL et al.,
2008).

O modulador biolégico probidtico, vindo do termo “provida” sdo microrganismos
vivos que produzem efeitos benéficos no organismo do hospedeiro. Sao utilizados
com a finalidade de prevenir doengas em animais e humanos, podendo ser
empregado via alimentagado ou no ambiente dos animais com o objetivo de regulagao
da microbiota intestinal, impedindo o crescimento de bactérias patogénicas e
melhorando a sanidade do ambiente (COPPOLA; TURNES, 2004).

A microbiota das aves é formada a partir do contato com o micro-organismos
presentes no ambiente, portanto tem se uma grande vitéria se houver cepas
bacterianas com efeito benéfico no ambiente, mais especificamente na cama,

considerando este o ambiente mais importante para a ave e o mais perigoso também
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(FIGUEIRA et al., 2014). Segundo Roll et al. (2008), as aves acabam ingerindo os
micro-organismos do ambiente da cama, podendo esses ser benéficos, espera-se
uma maior protegao contra patdégenos.

Em varios setores de produgdo, seja ele de avicultura, suinocultura,
piscicultura, entre outros, ha uma busca constante em reduzir ou eliminar
microrganismos do ambiente seja por meios de desinfec¢ao ou por meio de exclusao
competitiva, diminuindo a mortalidade do lote e melhorando a conversao alimentar dos
animais. Dentre os tipos de exclusao, estdo: competicao por locais fisicos de fixagao
e espaco, competicdo direta e indireta por nutrientes essenciais, producédo de
compostos antimicrobianos, regulagédo do micro bioma e interagdes sinérgicas dos
mencionados mecanismos (ROLL et al., 2008).

Segundo pesquisa de Kaefer (2020) na linha de moduladores biolégicos em
cama de aviario para o controle de Salmonella sp., o produto BAC TRAT® 2A, pode
ser aplicado nas camas de aviario com seguranga, pois hao o traz risco a saude
animal. O autor verificou que o produto em questao demonstrou eficiéncia na redugao
de contagens de enterobactérias e sob o aspecto microbioldégico, e com o uso do
produto também houve melhoria na qualidade da cama.

O modulador biolégico ambiental BAC TRAT® 2A é formulado a base de
microrganismos como: Bacillus  subtilis, Bacillus icheniformis, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus cereus e Lactococcus lactis e também cloreto de sédio
(5%), bicarbonato de sodio (10%), que auxiliam no equilibrio iénico, além do farelo de
trigo (77,5%). Apresenta-se na forma de p6 granulado, sendo absolutamente seguro
0 seu uso na avicultura, pois nao é toxico nem corrosivo (KAEFER, 2020). Aplicado
na cama de aviario antes do alojamento, o produto BAC TRAT® 2A tem como objetivo,
reduzir a populagdo de patdgenos nas camas e de amdnia no ambiente,
consequentemente diminuindo a mao de obra de manejo da cama, e propiciando um
ambiente mais saudavel e um bem-estar animal (BIOTECNAL SOLUCOES
AMBIENTAIS, 2020).

2.7 Orgao fiscalizador

A vigilancia sanitaria é responsavel por agdes capazes de eliminar, diminuir e

prevenir riscos a saude e ao meio ambiente, e sua atuacao € tanto no comércio em
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geral, como também em industrias e no meio ambiente. A instrugdo normativa de 1 de
Julho de 2022 IN161/2022 da ANVISA, tem como objetivos padrées microbioldgicos
para serem adotados, por todos da cadeia produtiva de alimentos. Esses padroes sao
critérios que definem se um lote ou processo de alimento é aceitavel, baseando-se
em testes laboratoriais de auséncia ou presenga de patdogenos, ou na concentragao
de microrganismos/quantidade de amostra (BRASIL, 2022).

A instituicdo normativa do Brasil n® 20 de 21 de Outubro de 2016, permite até
20% de positividade para Salmonella sp. nas carcagas de frango de um lote. Sabe-se
que a presencga desse patogeno é de dificil controle, e que erradicar ele de um aviario
com mais de mil frangos € rarissimo. Porém, nem todo frango abatido é vendido cru
para consumo, dependendo do lote de frango se as quantidades de amostras positivas
analisadas nao estiver conforme, o lote € condenado e descartado ou enviado para
pratos cozidos como mortadela, salsicha, empanado, considerando que a Salmonella

morre em temperaturas altas (BRASIL, 2016).
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3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.1 Local da coleta e periodo experimental

As unidades experimentais para realizagdo desta pesquisa consistiram em
dois diferentes aviarios localizados na regidao Oeste do Parana, nas cidades de Santa

Helena e Sdo Miguel do Iguagu, conforme Figura 1.

Figura 1 - Localizagdo do aviario 1 e aviario 2 nas de cidade Santa Helena e Sao Miguel do
Iguacgu no Parana
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Fonte: Google Maps (2023)_

A escolha dos aviarios seguiu critérios estabelecidos pela cooperativa
responsavel pelos empreendimentos de avicultura. Dentre os critérios estdo os
ultimos resultados de incidéncia de Salmonella no aviario e o numero de lotes de
frangos que o aviario entregou utilizando a mesma cama de aviario, de modo que
quanto mais nova a cama de aviario, menor a incidéncia de Salmonella.

A veterinaria da Cooperativa responsavel pela regido onde os aviarios estao
localizados comprometeu-se pelas coletas das amostras. As coletas da cama de
aviario ocorreram no periodo entre Janeiro e Outubro de 2023, em trés diferentes

momentos:
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12 coleta: Intervalo do lote, antes da limpeza da cama e antes da aplicagao do
produto BAC TRAT® 2A.

22 coleta: ocorreu 10 a 20 dias apds o novo alojamento das aves para o novo
lote e apds a aplicagao do produto BAC TRAT® 2A.

32 coleta: ocorreu 40 a 45 dias ap6s o alojamento das aves e apés aplicagao
do produto BAC TRAT® 2A.

3.2 Aplicacao do BAC TRAT 2A

A aplicagéo do produto comercial BAC TRAT® 2A foi de responsabilidade do
veterinario responsavel pelo aviario e do produtor da propriedade, e seguiu as
recomendacgdes do fabricante.

Sua aplicagao foi realizada de forma manual sobre as camas de aviario, dois
(2) dias antes do alojamento das aves, sendo indicado 2,1g/m? de cama, sendo
necessario somente 1 aplicagdo do produto por lote de frango.

Ap0s esta etapa realizou-se uma aspersao de agua sobre a superficie da cama
para a ativacao do produto.

Apos a aplicagao do produto, aguardou-se os prazos estabelecidos para a

coleta da segunda e terceira amostras da cama de aviario.

3.3 Analises microbiolégicas

As analises microbiolégicas das amostras para Salmonella sp., aconteceram
antes da aplicag¢ao do produto e também nos periodos de 10 a 20 dias apds aplicagao
e 40 a 45 dias apos aplicacao do modulador biolégico BAC TRAT® 2A.

As andlises microbioldgicas seguiram o método o Numero Mais Provavel
Miniaturizado (MNMP) e Calculo do Numero Mais Provavel Miniaturizado da American
Public Health Association (APHA), de analise quantitativa que permite estimar a
auséncia ou a presenca de populacdo bacteriana na amostra e também calcular as
quantidades de coldnias bacterianas presentes na amostram, baseando-se na

probabilidade estatistica. A inoculagdo dos microrganismos foi realizada por meio de
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placas com 24 pocgos, contendo meio de cultura liquido para seu crescimento (SILVA
etal., 2017).

3.3.1 Pesquisa e quantificacdo de Salmonella sp.

As amostras coletadas foram submetidas a analises do patogeno Salmonella
sp., no qual seguiram alguns passos conforme citar referéncia descrito abaixo:

1° passo — Por meio das amostras de cama de aviario coletadas, foram
realizadas diluicdes 35g da amostra para 215ml de Agua Peptonada Tamponada
(APT). As misturas foram entdo armazenadas em saco stomacher e levada a agitacéo
por 180 segundos, em seguida foram filtradas e transferidas 2,5mL deste para a
primeira linha da placa com 24 pocos.

2° passo — Na placa com 24 pocos, completou-se a segunda, terceira, quarta e
quinta linhas com 2ml de agua peptonada.

3° passo — Foram pipetados 0,5mL da amostra dos pocos da primeira linha para
0s pog¢os da segunda linha. E 0,5mL da amostra dos pogos da segunda linha para os
pocgos da terceira linha e assim sucessivamente até a quinta linha (Figura 2). A placa
chamada de placa 1 foi incubada na estufa a +37°C por +24hs.

Figura 2 - Placas com amostra de cama de awarlo e agua peptonada tamponada

Fonte: Autoria prépria (2023)
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4° passo — Logo apds, foram preenchidas a linha 1, 2, 3 e 4 de uma placa
vazia de 24 pogos com 2mL de caldo Rappaport em cada pogo. Nomeada como placa
2 esta em seguida adicionou-se 20uL de cada pog¢o da amostra da placa 1 para cada
poco da placa 2 contendo caldo Rappaport, logo depois incubada na estufa a +41°C
por +48h, conforme Figura 3.

Figura 3 - Placa com aldo Rappaport e amostra da placa 1

Fonte: Autoria prépria (2023)

6° passo — Logo apds, em placas de petri esterilizadas e identificadas
contendo o meio de cultura Agar Salmonella-Shigella, com o auxilio de uma alga de
platina contaminada com as amostras de cada poco da placa 2 realizou-se estrias nas

placas, as quais foram incubadas na estufa a +37°C por £48h (Figura 4).

Figura 4 - Esgotamento em estrlas em melo de cultura Agar Salmonella Shigella

Fonte: Autoria prépria (2023)
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A Figura 5, esquematiza as etapas adotadas para quantificagdo do NMP de

Salmonella.

Figura 5 — Esquema do método do Numero mais provavel miniaturizado (mNMP) para
quantificagao de Salmonella sp
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A determinacdo aconteceu de acordo com a presenga ou auséncia de

coldnias do patégeno da Salmonella sp., nas placas com meio especifico. Com as

placas identificadas, pode-se localizar qual o pogo da placa originou o resultado

positivo, e assim, pode-se calcular as quantidades de coldnias aproximadas existentes

no aviario e no estagio do lote analisado por meio da formula simplificada de Thomas,

(1942):

NMP /goumL =P /NT

Sendo:

P = numero de tubos positivos;

N = soma da quantidade de amostra inoculada em todos os tubos negativos;

T = soma da quantidade de amostra inoculada em todos os tubos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Descrigao dos resultados obtidos

Foram coletadas no total, seis amostras de cama de aviario conforme a Figura
6, sendo 3 amostras do Aviario 1 e 3 amostras do Aviario 2. Pelo aspecto, constata-
se que as amostras ndo sao de primeiro uso da cama de aviario, sendo, portanto, de

quarto e até quinto uso.

Figura 6 - Amostras coletadas

Fonte: Autoria prépria (2023)

Devido a ameaga de contaminagédo de influenza aviaria, a Cooperativa em
questdo, estabeleceu algumas medidas de biosseguridade nos estabelecimentos
avicolas visando limitar a exposi¢cao de aves ao virus. Sendo uma dessas medidas
nao efetuar a troca de cama, ja que a maioria da aquisicao vem da Argentina, um dos
paises com indicios de focos da doenga.

Na Tabela 1, observa-se os resultados obtidos por meio do método do Numero

Mais Provavel de Salmonella spp. e percebe-se que os resultados de aumento ou
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reducao de microrganismos nas amostras de cama de aviario sofrem influéncia do

modulador bioldgico e dos intervalos de dias da coleta da amostra.

Tabela 1 - Positividade para Salmonella spp. em camas de aviario de frangos de corte
amostrados por NMP g-!

Amostras Periodo das coletas mNMP do mNMP do
aviario 1 aviario 2

1 Sem BAC TRAT® 2A 1,92 NMP g 1,35 NMP g

2 10 a 20 dias apés aplicacdo do BAC TRAT® 2A | 1,25 NMP g** 1,35 NMP g

3 40 a 45 apés aplicacdo do BAC TRAT® 2A 0,166 NMP g' | 0,102 NMP g'

Fonte: Autoria prépria (2023)

O aviario 1 obteve resultados positivos para a presenca da Salmonella spp. na
primeira coleta e, em seguida apos a aplicagdo do produto biolégico (amostra 2)
observa-se uma redugédo de 34,90% no NMP g-' desse patdgeno.

Ainda no aviario 1, observa-se redugdo de quase 87% no NMP g' de
Salmonella spp. entre as amostras 2 e 3 e, ao se comparar a amostra 3 com a amostra
1 (que ndo continha BAC TRAT), percebe-se uma redugéo de 91,36% no NMP g’ de
Salmonella ap6s 45 dias de aplicagao do produto bioldgico.

A amostras coletadas no aviario 2, apresentaram resultados positivos para
Salmonella sp. e, ndo foi possivel observar redugdo no NMP g' da Salmonella
presente na amostra 2 comparada com a amostra 1. Porém, nota-se que houve
reducéo de 92,45% no NMP g' de Salmonella da amostra 1 para amostra 3, com 45
dias de aplicacao do produto BAC TRAT.

A reducdo no numero de Salmonella na cama das aves apos aplicacao do
modulador biolégico pode estar associada ao mecanismo de agdo do BAC TRAT que
consiste em utilizar a exclusdo competitiva, no qual duas espécies com mesmos
nichos ecoldgicos nao podem coexistir, devido a pressédo evolutiva exercida pela
competicdo (MALAVAZI et al., 2017).

Os microrganismos na cama, vivem em modo de comunidade, na qual podem
desenvolver diversas agoes para a sua adaptagao e manutencao do meio ambiente,
e dentre estas agdes estdo a cooperagao, a competicao e a liberagao de substancias.
Um dos beneficios das agbes desses micro-organismos contidos nos moduladores
biolégicos na cama é o poder de inibir o crescimento de outros microrganismos na
cama de aviario (KAEFER, 2020).

A cama de aviario possui influéncia na microbiota intestinal das aves, de modo
que em camas novas a probabilidade é de se encontrar mais bactérias ambientais,

enquanto em camas reutilizadas, a probabilidade € de encontrar mais bactérias de



28

origem intestinal. Portanto, a administracdo de microrganismos benéficos na cama
nos primeiros dias de vida das aves é fundamental para bem-estar animal
(CRESSMAN et al., 2010).

Os resultados obtidos neste trabalho podem ser comparados com os resultados
de KAEFER (2020), que também apresenta desempenho positivo do BAC TRAT 2A,
com redugdo de aproximadamente 96,1% de NMP g' para Salmonella nas amostras
de cama de aviario, e também para a reducao desse patdégeno no ceco das aves que
foi de aproximadamente de 99,15% de NMP g' para Salmonella, no periodo de
alojamento.

Na composi¢gao do modulador bioldgico, destaca-se o género Bacillus que é
responsavel por reduzir o crescimento de espécies patogénicas, principalmente por
meio de exclusdo competitiva seja por ambiente ou por nutrientes, auxiliando no
controle de microrganismos indesejaveis e na microbiota intestinal das aves. (ROSSI,
2005).

Ainda conforme Rossi (2005), pode-se citar a produgdo de compostos
antimicrobianos, que é uma outra forma de exclusdo competitiva. O género Bacillus é
capaz de produzir lipopeptideos, bacteriocinas, substancias inibidoras e surfactinas
que sao peptideos antimicrobianos.

A absorgao competitiva de nutrientes para o patégeno é outro mecanismo de
exclusao competitiva, os Bacillus absorvem mais rapido o carbono, glicose e ferro uma
vez que possui metabolismo heterotréfico fastidioso com maior taxa de utilizagdo de
carbono organico e proteina. No BAC TRAT as bactérias que o constitui tem agao
probidtica e o seu mecanismo de agao € a producéo de substancias antibacterianas e
enzimas, essas bactérias competem com o0s enteropatdgenos por nutrientes,
diminuindo sua colonizagdo no intestino, assim como as doengas das aves, e por fim
o uso de antibidticos (FIGUEIRA et al., 2014).
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Neste experimento, observou-se redugio no NMP g de Salmonella sp., para
o aviario 1 em 91,36% e no aviario 2, uma reducédo de 92,45%, comparando-se as
amostras 1 e 3 de cada um dos aviarios.

O modulador biolégico BAC TRAT® 2A, é uma opgéao para diminuir o indice de
patdbgenos na cama de aviario, podendo ser utilizado a fim de reduzir o uso de
antibidticos durante o lote.

O estudo desenvolvido abre possibilidades para varias outras alternativas a
serem estudadas, na qual por falta de tempo e de recursos nao foi possivel ser
realizado, a intengao era identificar os tipos de sorovares da espécie para Salmonella
existente nas camas de aviario, e a quais antibiéticos que sao resistentes, analisar
também a quantidade amostras contaminadas de carcagas com esse patdégeno em
cada lote estudado com e sem o uso de modulador biolégico em cada aviario

estudado.
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