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RESUMO

Monografia de Programa de Residéncia Programa de Residéncia em Area
Profissional da Salde - Medicina Veterinaria/ Medicina Veterinaria Preventiva
Universidade Federal de Santa Maria

EFEITO DE PROBIOTICO A BASE DE B. SUBTILIS E B. CEREUS
SOBRE A CAMA DE FRANGOS DESAFIADOS COM SALMONELLA

AUTORA: MARIA AMELIA AGNES WEILLER
ORIENTADORA: MARISTELA LOVATO
Santa Maria, 14 de marco de 2014

A alta frequéncia de bactérias potencialmente patogénicas para animais e humanos
presentes em produtos de origem animal, assim como o aumento da resisténcia aos
antimicrobianos, levaram a questionar o uso indiscriminado destes como aditivos em ragoes.
Neste contexto, os probidticos surgem como alternativa de substituicdo ao uso dos
promotores, o qual ndo determinam residuos nos produtos de origem animal e néo
desenvolvem resisténcia as drogas atimicrobianas. Probidticos sdo definidos como
microrganismos vivos que, quando administrados adequadamente, conferem beneficios a
salde do hospedeiro. Assim, objetivou-se determinar os beneficios do uso de um probidtico
comercial a base de Bacillus subtilis e Bacillus cereus que proporciona a cama de frangos,
guando incluidos na dieta de aves infectadas artificialmente com Salmonella Enteritidis (SE).
Para isto utilizaram-se 100 frangos de corte, Coob®, alimentados com ragdo comercial,
acrescida de probidtico, associado ou ndo ao promotor de crescimento e distribuidos em
quatro tratamentos (G1- racdo comercial com promotores de crescimento, com adicdo de
probidtico e com inoculacdo de SE; G2- racdo comercial sem promotores de crescimento,
com adicdo de probidtico e com inoculacdo de SE; G3 — ragdo comercial com promotor de
crescimento, sem a adicdo de probidtico e com inoculacdo de SE; e G4 — racdo comercial com
promotor de crescimento, sem a adi¢do de probiotico e sem a inoculacdo de SE). Realizou-se
pool da cama, de cada grupo, para a avaliacdo semanal dos valores de pH, umidade e
contagem de enterobactérias e bactérias totais. Sugere-se que a adi¢cdo do probiotico a base de
B. subtilis e B. cereus na alimentagdo das aves possa ser benéfica no controle da
contaminacdo bacteriana da cama uma vez que reduziu as contagens de enterobactérias.

Também que foi efetiva no controle da umidade.

Palavras-chave: Enterobacteria, microbiologia, sanidade avicola



ABSTRACT

Monografia de Programa de Residéncia Programa de Residéncia em Area
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Universidade Federal de Santa Maria

Effect of the use of Bacillus subtilis and Bacillus cereus on chicken litters
challenged with Salmonella Enteritidis.

AUTHOR: Maria Amélia Agnes Weiller

ADVISER: Maristela Lovato
Santa Maria, March 14th, 2014.

The high frequency of bacteria potentially pathogenic to animals and humans in
products of animal origin. as well as increased resistance to antimicrobial agents. led to
question the indiscriminate use of antibiotics as additives in animal feed. Among the
alternatives that have been studied. probiotics appear as the most promising one. Probiotics
are defined as live microorganisms that. when administered properly. confer a health benefit
to the host. The aim of this work was to determine the benefits of using a probiotic based on
Bacillus subtilis and Bacillus cereus on chicken litter , when included in the diet of artificially
infected birds with Salmonella Enteritidis ( SE) . For this we used 100 broilers coob® fed
commercial diet plus probiotic , associated or not with growth promoter and assigned to four
treatments ( G1 — with growth promoters , with added probiotic and inoculation SE ; G2 -
without growth promoters , with added probiotic and inoculated with SE; G3 - with growth
promoter without the addition of probiotic and inoculated with SE , and G4 - with promoter
growth without the addition of probiotic for inoculation and without SE). We conducted a
pool of chicken litter each group for weekly review of pH values , calculation of moisture and
total count of bacteria and enterobacteria It is suggested then that the addition of probiotic of
B. subtilis and B. cereus in poultry feed may be beneficial in the control of bacterial

contamination of the chicken litter.

Key words: Enterobacteria, microbiology, avian health.
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1. INTRODUCAO

As exportag0Oes brasileiras da carne de frango somaram 3,91 milhdes de toneladas em
2013, gerando uma receita cambial de mais de meio bilhdo de ddlares. O desempenho por
segmentos totalizaram exportac6es de 2,13 milhdo de toneladas de cortes de frango (54,71%),
1,41 milhdo de toneladas do frango inteiro (36,18%) e 179 mil toneladas de produtos
industrializados (4,60%), demonstrando a importancia deste setor para a economia brasileira
(UBABEF, 2014). Porém, para garantir essa produtividade anual, é necessario um
crescimento racional que vise, sobretudo, assegurar a qualidade através do controle de
enfermidades que causam, além de prejuizos econémicos, transtornos a satde publica. As
medidas gerais de profilaxia e as normas de biosseguranga empregadas na avicultura
industrial dificultam, mas ndo impedem a presenca de microrganismos patogénicos e, entre 0s

patdgenos veiculados na avicultura, destacam-se os do género Salmonella (SILVA, 2000).

Bactérias do género Salmonella sdo isoladas em todo o mundo, no entanto, em areas
de criacdo animal intensiva, principalmente de suinos e aves, os relatos sdo ainda mais
frequentes (OIE, 2010). Na producdo, existem inimeros fatores que podem contribuir para a
maior prevaléncia de Salmonella spp., como a falta de programas de higienizagé@o nas granjas,
a presenca de pragas nos locais de criacdo, a contaminacdo de racdes e agua de abastecimento,
0 uso de antibidticos de amplo espectro como promotores de crescimento e a presenca de
animais portadores da bactéria. A etapa de criacdo, portanto, pode ser epidemiologicamente
muito importante na disseminacdo do agente e, consequentemente, dar origem a um produto
contaminado (SANTOS, 2000).

Além de ser um importante patégeno responsavel por doencas em animais, a
Salmonella também é conhecida por acometer a saide do homem, sendo uma das principais
causas de gastroenterite veiculada por alimentos em todo o0 mundo, e um importante problema
de salde publica, tanto em paises industrializados como naqueles em desenvolvimento
(BERCHIERI, 2009).

Diversos paises possuem programas de controle para prevenir a salmonelose, e estes
incluem estudos para determinacdo da prevaléncia do microrganismo, seus sorovares e
bidtipos, como formas de subsidio as medidas de controle nos lotes e na garantia da qualidade

dos produtos oferecidos nos mercados consumidores interno e externo (EFSA, 2008).



O aumento no uso indiscriminado de antibidticos inseridos no processo de produgdo
de alimentos de origem animal tem sido cada vez mais questionado, pois pode funcionar
como pressdo de selecdo para alguns sorovares de Salmonella e para a resisténcia desses aos
antimicrobianos. CHEE-SANFORD et al. (2009) citam que aproximadamente 75% desses
produtos ndo sdo absorvidos pelos animais e seriam eliminados pelas fezes e, quando a cama
de aviério é utilizada como fertilizante, os antimicrobianos e seus metabdlitos podem causar
impactos adversos nos ecossistemas (WOLLENBERGER et al., 2002). Segundo
MANAGAKI et al. (2007) antimicrobianos utilizados na producdo avicola ja foram

detectados no solo, 4gua, sedimentos e plantas.

A Comunidade Européia, em junho de 1999, baniu o uso de alguns antibioticos
promotores de crescimento na alimentacdo de aves em fungdo do surgimento de resisténcia
antimicrobiana a vérias drogas usadas em terapia na medicina humana. No Brasil, a Secretaria
de Saude e o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) tem se
manifestado contra a utilizacdo indiscriminada de promotores de crescimento na alimentacéao

animal, e busca proibir de forma crescente o seu uso.

Tendo em vista a importancia da carne de frango e derivados na veiculacdo de
Salmonella spp. aos humanos, e os crescentes indices de resisténcia bacteriana em funcdo da
utilizacdo de antibidticos na alimentacdo destes animais, a busca por alternativas ao uso destas

substancias torna-se imprescindivel, e o uso de probiotico tem se mostrado promissor.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Probioticos

Diversos sdo 0s conceitos encontrados na literatura para a descri¢do de um probiotico.
Para KAUR et al. (2002), probidticos sdo suplementos alimentares compostos de
microrganismos vivos que beneficiam a salde do hospedeiro através do equilibrio da
microbiota intestinal. SALMINEN et al. (1999) os definem como preparados de
microrganismos, ou seus componentes, que tém um efeito benéfico sobre a saude e o bem
estar do hospedeiro. SCHREZENMEIR & DE VRESE (2001) consideraram que o termo
deveria ser utilizado para designar preparagfes ou produtos que contenham microrganismos
viaveis definidos e em guantidade adequada para alterarem a microbiota prépria das mucosas

por colonizacdo de um sistema do hospedeiro, produzindo efeitos benéficos em sua salde.

A FAO (2002) define probidtico como microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades suficientes, conferem beneficios a saude do hospedeiro. Porém,
todos os autores concordam que, independentemente do conceito utilizado, 0s probioticos
trazem beneficios a salde do hospedeiro, ndo deixando residuos nos produtos de origem
animal e ndo favorecendo resisténcia as drogas, o que os faz candidatos preferenciais para

substituir os antimicrobianos como aditivos alimentares.

Os probioticos vém sendo utilizados, ha anos, na alimentacdo humana, tanto com
finalidade profilatica como terapéutica. Elie Metchnikoff, bidlogo russo que trabalhou no
instituto Pasteur em meados de 1900 estudou sobre a misteriosa expectativa de vida dos
integrantes de uma comunidade na Bulgaria, e relatou que a expectativa acima de 115 anos ou
mais estava relacionada ao consumo de produtos fermentados do leite os quais continham um
microrganismo o qual denominou Bacillus bulgaricus. Este organismo passou a ser utilizado

para o tratamento de desordens intestinais em humanos (BRON et al., 2012).

Embora existam varios estudos que mostram seus beneficios como aditivos na
alimentacdo animal, ainda ha certa resisténcia por parte do setor industrial avicola em sua
utilizacdo. Alguns géneros de bactérias intestinais, como o Lactobacillus e Bifidobacterium ja
foram diretamente relacionados ao estimulo da resposta imune por aumento da producéo de
anticorpos, ativacdo de macréfagos, proliferacdo de células T e producdo de interferon, entre
outros (FLEMMING, 2005). No entanto, trabalhos relacionados ao desempenho zootécnico
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dos animais, ainda discordam bastante quanto aos resultados, onde alguns autores néo
observaram diferencas no desempenho dos animais e outros observaram melhorias no ganho
de peso e conversdo alimentar (FLEMMING & FREITAS, 2005). Os trabalhos divergem em
funcdo da ndo padronizacdo da espécie de bactérias e da quantidade utilizadas, havendo

também diferengas quanto ao alojamento dos animais testados e os desafios das aves.

Sabe-se que tanto os homens quanto 0s animais nascem com o trato digestivo estéril.
Porém, logo apds o nascimento, uma grande diversidade de microrganismos inicia a
colonizacdo do trato digestivo, e a concentracdo destes varia ao longo de todo seu
comprimento. Geralmente os primeiros géneros e espécies bacterianas que colonizam o trato
intestinal persistem ao longo da vida do hospedeiro, passando a compor a microbiota
intestinal. No hospedeiro, essas bactérias devem encontrar as condi¢cdes propicias para a
colonizacdo e persisténcia, como temperatura e pH adequados, e oferta de nutrientes, entre
outras (MILES, 1993). Entre os principais géneros bacterianos que sdo identificados na
microbiota cecal de aves, observam-se invariavelmente a presenca da Bacillus, Bacteroides,
Bifidobacterium, Citrobacter, Clostridium, Enterobacter, Enterococcus, Escherichia,
Eubacterium, Fusobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, Peptostreptococcus,
Propionibacterium, Ruminococcus, Serratia, Veillonella e Streptococcus, entre outros
(GUSILS et al., 1999).

As bactérias que habitam o trato intestinal podem estabelecer-se de duas formas: em
intima associacdo com o epitélio intestinal ou livre na luz intestinal, mas multiplicando-se
mais rapidamente do que sua eliminagdo pelo peristaltismo intestinal. Outras espécies
bacterianas ndo apresentam capacidade de aderir ao epitélio intestinal, tdo pouco se
multiplicam em tempo que compense a eliminacdo pelo peristaltismo, mas permanecem no
intestino agregando-se a outras bactérias que por sua vez, estdo aderidas a mucosa entérica
(GUSILS et al., 1999).

O trato digestivo das aves é habitado por uma microbiota que tem sua formacao
iniciada imediatamente apds o0 nascimento, constituindo importante barreira contra a
colonizagdo de microrganismos potencialmente patogénicos como Salmonella spp. A
susceptibilidade das aves a colonizagdo intestinal por esta bactéria é maior durante os
primeiros dias de vida, sendo, posteriormente, reduzida a medida que ha o desenvolvimento

da microbiota intestinal normal. Esta microbiota intestinal aumenta consideravelmente
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durante as primeiras semanas de vida, até se tomar uma populacdo predominantemente de
bactérias anaerdbias (SALANITRO et al., 1978).

Os mecanismos de acdo dos probidticos ndo estdo inteiramente elucidados. Especula-
Se que um ou mais processos, associados ou ndo, alterariam a atividade e a composicédo
bacteriana intestinal. O equilibrio entre os diferentes componentes da microbiota intestinal
parece ser fundamental para o funcionamento normal e saudavel da funcdo digestiva e geral
do hospedeiro (FLEMMING, 2005)).

A alta lotacdo de alojamento e o0 constante estresse, a que estdo expostas as aves em
condi¢cBes normais de criacdo, invariavelmente, podem alterar esse equilibrio intestinal e
predispor as aves a diversas infeccdes, além de reduzir os indices de produtividade. Trabalhos
pioneiros sugerem que possa haver competicdo entre bactérias benéficas e bactérias
patogénicas, pelos sitios de ligacdo. O bloqueio dos sitios de ligacdo (receptores) na mucosa
entérica pelas bactérias intestinais pode reduzir a area de interacdo nos cecos pelas bactérias

patogénicas, como por exemplo, a Salmonella spp..

JIN et al. (1997) concluiram que a ocupacdo fisica dos sitios intestinais pela
microbiota normal, especialmente Lactobacillus spp., poderia ser mais importante que outros
fatores propostos como a exclusdo competitiva (EC). Outros trabalhos confirmaram que a
colonizacdo intestinal por grande quantidade de bactérias pertencentes a microbiota intestinal
normal, especialmente Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp., formando uma barreira
fisica as bactérias patogénicas pelo preenchimento dos sitios de ligacao, respaldaria a teoria
de que esse mecanismo possa ser fator primario a EC (JIN et al., 1997, LAVERMICOCCA et
al., 2005).

Diversos autores propde que os probiodticos podem produzir e liberar compostos como
as bacteriocinas, acidos organicos e peroxido de hidrogénio, que teriam acdo antibacteriana
especialmente em relacdo as bactérias patogénicas. As bacteriocinas apresentam atividade
inibitdria tanto para bactérias Gram negativas quanto para Gram positivas como Salmonella
spp., E. coli e Staphylococcus spp., ressaltando a importancia da presenca de espécies de
Lactobacillus produtoras de bacteriocinas na composi¢édo dos probioticos (JIN et al., 1997).

Aparentemente a acdo bacteriostatica dos acidos graxos é dependente do pH, pois
qguanto maior a reducdo desse, maior a quantidade de &cido e, consequentemente, efeito

antibacteriano mais intenso (JIN et al, 1997). Os autores salientam que ndo podemos
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desvincular a presenca destas substancias antibacterianas e sua associagdo a exclusdo

competitiva, por exemplo.

Além das duas propostas ja citadas, os probidtico podem agir via competi¢cdo por
nutrientes, onde ha supressdo do crescimento das bactéria intestinal, devido a caréncia
nutricional, em detrimento de outras. Também, eles sdo capazes de estimular o sistema imune,
0 qual estd diretamente relacionado com a microbiota intestinal (TANNOCK, 1999).
Entretanto, o verdadeiro mecanismo, pelo qual essas bactérias estimulam o sistema imune,

ainda permanece com muitos pontos obscuros.

2.2 Caracterizagdo do género Salmonella

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e € constituido pelas
espécies S. entérica e S. bongori, sendo a primeira dividida em seis subespécies: enterica,
salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. Cada subespécie ainda é subdividida em
funcdo de seu perfil antigénico. A espécie S. bongori agrupa 22 sorotipos e as subespécies de
S. entérica agrupam mais de 2400 sorotipos (POPOFF et al., 2004).

Salmonelas sdo bacilos Gram negativos, aerdbios e anaerobios facultativos, néo
formadores de esporos, catalase positiva e oxidase negativa, produzem &cidos e fermentam
glicose, reduzem nitrato a nitrito e ndo produzem citocromo oxidase. Podem ser moveis ou
ndo, sendo que a maioria possui flagelos peritriquios (LOUREIRO et. al, 2010). Sao bactérias
relativamente resistentes ao calor e substancias quimicas, porém ndo sobrevivem a
temperatura de 55 °C em 1 hora ou em 60 °C de 15 a 20 minutos (LOUREIRO et. al, 2010).
Ainda, segundo o mesmo autor, sdo mesofilas, com temperatura de crescimento étimo entre
35 e 37 °C e possuem a forma de bacilos pequenos medindo 0,7 a 1,5 por 2,0 a 5,0 micra. A
maioria dos sorotipos é produtora de gas, H,S, lisina e ornitina descarboxilase positiva, mas

negativas para urease e indol.

2.2 Caracteristicas epidemioldgicas da Salmonella

Esta bactéria estd amplamente difundida na natureza, principalmente onde existe uma
alta densidade avicola. S&o capazes de infectar uma grande variedade de animais, podendo ser

encontrada no trato gastrointestinal de mamiferos, répteis, sendo as aves um dos mais
14



importantes reservatorios capazes de introduzir a salmonela na cadeia alimentar do homem
(TESSARI, 2008). Alguns sorovares tém seu hébitat limitado, sendo denominados
hospedeiros especificos, como os sorovares Typhi e Paratyphi para seres humanos,
Abortusovis para ovelhas, Gallinarum e Pullorum para aves e Choleraesuis para suinos
(LOUREIRO et al., 2010).

As salmonelas paratificas sdo as de maior interesse em satde animal e satde publica
uma vez que ndo sao espécie-especificas. Tanto a Salmonela especifica das aves, quanto as
paratificas, podem causar problemas na producdo, resultando em indices zootécnicos baixos,
ocasionando perdas e prejudicando a comercializacdo dos produtos de origem avicola no
mercado interno e externo (BERCHIERI JR., 2009).

A transmissdo de Salmonella pode ocorrer de diversas formas e, portanto, sua
epidemiologia é bastante complexa, sendo dificil determinar como um lote foi infectado ou
como ocorre a disseminagdo bacteriana no plantel. Acredita-se que a Salmonella Enteritidis
(SE) é transmitida verticalmente de ovarios e ovidutos infectados para os ovos de frangas de
postura. Outra via proposta é a penetracao da bactéria através da casca do ovo pelas fezes das
aves depositadas quando o ovo passa pela cloaca (PLYM, 2006). Uma vez que a SE atinge
uma ave, é facilmente disseminada através das fezes (PLYM, 2006), e permanece no meio

ambiente. Assim, aves comerciais podem ser infectadas por toda vida (DAVIES, 2002).

2.3 Salmonella sp na cadeia produtiva do frango de corte e riscos para a satide publica

Os animais destinados a producdo de carnes para consumo humano podem atuar como
hospedeiros assintomaticos de patdgenos entéricos importantes que representam risco de
infeccdo para o homem, tornando o seu controle, reducdo ou eliminacdo completa um desafio
para a industria (DORMEDY et al., 2000).

Na producédo industrial de frango de corte existem inimeros fatores que contribuem
para uma maior prevaléncia de Salmonella. Associa¢des significativas foram encontradas
entre o nivel de infeccd@o de frangos de corte e a higienizacdo do aviario, racdo, agua, animais
e materiais amostrados no ambiente. Autores citaram que 0s principais fatores de risco

associados com a contaminagéo nas criac0es de frangos sdo a alta densidade de animais, taxa
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de mortalidade, tipo de terreno e o acesso de outros animais ao ambiente de criacdo (DAI
PRA, 2011).

As aves infectadas podem excretar 10® células da bactéria por grama de fezes,
podendo infectar um lote de aves e alcancar lotes vizinhos sem que 0s animais apresentem
nenhum sintoma da doenca (PEREIRA et al., 1999). No abate, a contaminacdo fecal das
carcacgas durante o processo € inevitavel, e o grau de contaminacdo depende das técnicas de
abate aplicadas e manipulagéo das carcagas (CARDINALE et al., 2004). ARSENAULT et al.
(2007) estudaram a incidéncia e os fatores de risco associados a Salmonella em 82 lotes de
frangos de corte em quatro abatedouros do Canada, onde foram analisadas 30 aves por lote.
Os autores verificaram que a bactéria estava presente em 21,2% das carcacas analisadas, e que
o principal fator de risco foi a presenga da bactéria no intestino dos animais. Entre 1998 e
2003, WHITE et al. (2007) analisaram 47.090 amostras de carcagas de frango relacionadas
com o programa americano de reducdo de patdgenos, e destas, 5.251 (11,2%) foram positivas

para Salmonella. Das amostras positivas, 124 (2,36%) eram Salmonella Enteritidis.

No Brasil, o agente também tem sido isolado em percentuais variados de produtos
avicolas. TIROLLI & COSTA (2006) isolaram Salmonella spp. em 50% das 60 amostras de
carcagas de frangos analisadas, e CARVALHO & CORTEZ (2005) detectaram em 20% de
165 amostras analisadas. SANTOS et al. (2000) analisaram 150 amostras de carcacas de
frangos de quatro diferentes marcas comerciais e constataram que a bactéria estava presente

em 32% das amostras.

A Salmonella tem sido reconhecida mundialmente como um importante patégeno de
origem alimentar, envolvida em muitos casos de surtos e considerada como uma das
principais causas de gastroenterite humana. Em 2000, cerca de 2,1 milhdes de pessoas
morreram por doencas diarréicas, e uma alta proporcdo desses casos a causa € atribuida a
alimentos e agua contaminados (WHO, 2002). Em trabalho conduzido no Rio Grande do Sul,
em 2000, foram analisados 99 relatérios de investigacdo de surtos com o objetivo de analisar
a ocorréncia de salmonelose transmitidas por alimentos. Dos 99 surtos ocorridos, 74,7%
foram ocasionados por Salmonella spp. Destes, 72,2% foram associados a alimentos
preparados com ovos e 11,4% a carne de frango, revelando que 83,6% dos casos tiveram
alimentos oriundos da cadeia avicola envolvidos (NADVORNY, 2004). Na América Latina
foram relatados 5300 surtos de enfermidades transmitidas por alimentos, entre 0s anos de

1995 e 2001, sendo 175 mil acometidos e causando 274 mortes. Na América do Sul 38,1%
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dos surtos ocorreram no Brasil, 24,8% no Chile, 11,1% na Argentina, 8,3% no Peru, 8,2% no
Uruguai, 6,3% no Paraguai e 3,2% no Equador. Porém, atenta-se que a avaliacdo destes dados
deve ser criteriosa uma vez que os levantamentos epidemiologicos podem ser precarios em

alguns paises, nao refletindo a realidade (OIE, 2010).

Uma grande preocupacdo, quando se trata de Salmonelose, esta relacionada a
resisténcia bacteriana. Casos de multiresisténcia relacionados a Salmonella tém sido relatados
em homens e animais, e sdo decorrentes do uso indiscriminado de agentes antimicrobianos
(ZHAO et al., 2003). BREUIL et al. (2000), trabalharam na Franga com 13.397 isolados de
Salmonella de origem animal, durante os anos de 1994 e 1997, sendo o mais prevalente a S.
Typhimurium (41 e 35%), depois a S. Enteritidis (28 e 12%) e a terceira S. Hadar (3 e 17%),
mas apenas um sorovar foi usado para verificar o perfil de resisténcia fenotipica, a S.
Typhimurium, que das 163 amostras analisadas apenas 12 ndo foram multiresistentes a 5 ou
mais drogas, e a maior resisténcia foi encontrada para o sorovar S. Hadar nos seguintes
antimicrobianos: tetraciclina (91%) e &cido nalidixico (72%). CORTEZ et al. (2006),
identificaram oito sorovares de Salmonella das carcacgas de frango resfriadas coletadas em
abatedouros com Sistema de Inspecdo Federal, sendo a mais prevalente a S. Kentucky, em
segundo a S. Enteritidis, e dos doze antimicrobianos utilizados apenas a amicacina, ampicilina
e aztreonam, obtiveram mais de 80% de resisténcia frente as 29 amostras isoladas dos varios
estabelecimentos de abate. Novamente, a partir dos dados expostos acima, salienta-se a

importancia de produtos alternativos ao uso de antimicrobianos.

Em virtude da disseminagdo desta bactéria ocorrer frequentemente pelas fezes, é
fundamental minimizar a disseminacdo por esta via. Relatos sugerem que alguns probidticos
afetam a translocacdo bacteriana a partir do intestino, o que seria de grande importancia para
evitar as infeccdes de origem entérica, entre as quais as salmoneloses (PATTERSON, 2003).
Assim, diversos produtos tém sido testados a fim de reduzir sua excre¢cdo. NAKAMURA et
al. (2002) testando o produto comercial Aviguard®' concluiram que este impediu a infeccdo
por S. typhimurium e S. enteritidis). Da mesma forma, Broilact®® impediu ou reduziu a
colonizagdo de Campylobacter jejuni no ceco (HAKKINEN e SCHNEITZ, 1999). Por sua

vez, LINE et al. (1997) comprovaram que a levedura Saccharomyces boulardii reduziu a

! Aviguard®- Microflora Aviaria- MSD Saude Animal R. Coronel Bento Soares, 530 CEP 12730-340 Itagacaba -
Cruzeiro/SP+55 12 2122-6600

? Broilact®- Imuvet Comercial Itda- Daelcio Faria da Cunha 121, Distrito Industrial, Descalvado (13690000), Sdo
Paulo, Brasil
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colonizacdo de Salmonella em aves submetidas a estresse e, em trabalho posterior, que o
probidtico reduziu a colonizacdo de Salmonella mas ndo de Campylobacter.

3. FATORES QUE INFLUENCIAM A CONTAMINACAO DA CAMA DE FRANGO

A cama de aviario, também conhecida como cama de frangos ou esterco de aviario, € 0
material constituido pelas dejecdes e penas de galinaceos, restos de ra¢bes e material organico
absorvente da umidade usado sobre o piso do galpdo (cepilho de madeira ou maravalha,
palhas, cascas). Durante o ciclo de producdo, as dejecbes dos animais sdo misturadas ao
material usado como substrato, e no final do ciclo, tem-se a cama de aviario que pode ser
retirada ou reaproveitada no proximo lote. Diversos sdo os fatores que podem influenciar na

qualidade microbioldgica da cama.
3.1 Umidade

A umidade da cama de aves se destaca como um problema influenciado por diversos
fatores tais como questdes ambientais, de manejo, sanitarias e nutricionais, que possuem uma
parcela de contribuicdo na amplitude da questdo de contaminacdo. Na medida em que
apresenta maior teor de umidade, a cama passa a influenciar diretamente as condicoes
ambientais, especialmente no que se refere ao desafio microbioldgico. Para DAI PRA (2011),
os niveis de umidade da cama devem situar-se entre 20% e 35%. Uma cama com 22% de
umidade ndo apresenta Salmonella spp., E. coli, Listeria, Campylobacter ou Staphylococcus
spp. toxigénicos (FERREIRA et al., 2004). Abaixo destes teores ja facilitam a incidéncia de
poeiras em suspensao, irritando o sistema respiratério das aves, predispondo ao surgimento de
infeccdes. Por outro lado, um excesso de umidade, acima de 35%, pode causar problemas de
salde e bem-estar nas aves, aumento da incidéncia de lesdes no peito, queimaduras na pele,

pododermatites, condenacdes e perda da qualidade das carcacas (BAIAO, 1995).

A cama com alta umidade pode contribuir para um aumento dos niveis de aménia. A
umidade associada com o processo de maturacdo da cama permite a proliferacdo de alguns
tipos de fungos e bactérias desnitrificantes que desdobram o acido urico fecal através da
enzima uricase, gerando subprodutos, sendo o principal deles a amonia. Embora, em niveis
elevados no interior do galpdo, a aménia possa causar transtornos as aves como irritagdo

ocular, traqueite, aerossaculite), ela é extremamente importante para o controle de algumas
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populacbes de microrganismos, sendo que a maioria das enterobactérias e alguns virus séo

sensiveis a um ambiente alcalino (DAI PRA, 2011).

3.2 Densidade de alojamento

Considerando o alto nivel tecnolégico empregado na criacdo de frangos de corte,
assim como o alto custo das instalacdes aviarias, 0 manejo se torna um importante fator na
rentabilidade da criacdo. Para TINOCO et. al (2009) a densidade populacional, ou seja,
numero de aves alojadas por metro quadrado, é um dos fatores de manejo que se relacionam,
sobretudo, com a otimizagao das instalagcdes e do processo de producdo de frangos de corte.
No entanto, 0 aumento da densidade, mesmo considerando o maximo permitido pela clientela
internacional, em termos de bem estar animal (14 aves/m?) pode se tornar um entrave na
criacdo de frangos de corte, pois 0 excesso de animais por area pode ocasionar deterioracdo
acelerada da cama, devido ao aumento de deposi¢éo de excretas e de umidade na mesma, com
consequentes problemas no bem estar, sanidade e desempenho das aves. Tem-se hoje na
avicultura nacional uma média de 14 aves/m?, podendo estes valores variar em funcdo da

época do ano, valor da carne de frango, oferta de ovos.

3.3 pH

O pH é um indicador de elétrons dissociaveis podendo ser, até certo ponto,
manipulado. Na cama de frango, pode ser elevado ou reduzido a niveis que dificultam a
multiplicacdo de bactérias. Uma ama nova apresenta um pH levemente acido, mas a partir da
incorporacdo das fezes e o posterior desdobramento do &cido urico em aménia, comega a

ocorrer uma alcalinizagio gradativa (DAl PRA, 2010).

Dai Pra (2010) fala que apos a criagdo do primeiro lote de frangos, a cama entra em
uma fase de estabilizacdo do pH, ao redor de 8 e 9, ndo havendo maiores alteragdes mesmo
criando muitos lotes subsequentes. O mesmo autor cita que estes indices sdo amplamente
favoraveis a multiplicagdo da maioria das bactérias, principalmente Salmonella spp. e
Campylobacter sp.. Este mesmo autor cita que a reducéo do pH pode baixar a concentracdo de
bactérias e melhorar as condi¢cbes do ambiente no interior das instalacfes, pois a amonia

somente volatiliza em condi¢des de alcalinidade. Assim, a manutencdo da acidez na cama é
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benéfica para as aves, entretanto, € uma condicdo dificil de ser conseguida devido ao
constante aporte de acido Urico através das excretas. A acidificacdo do pH pode ser atingido
com o uso de produtos a base de Bacillus, Aluminosilicatos e silica, gesso agricola (CaSOy),

Bissulfato de Sédio e Sulfato de Aluminio.

A elevacdo do pH em niveis entre 12 e 13 durante o periodo de vazio sanitario é
bastante interessante, tanto na questdo sanitéria quanto na melhoria do ambiente interno do
galpdo. Esta condi¢do cria um ambiente desfavordvel para o desenvolvimento bacteriano,
além de promover uma rapida volatilizacdo da amonia em um periodo em que o galpdo esta
aberto e sem aves no seu interior. Uma elevacdo no pH da cama pode ser obtido com a
utilizacdo de cal virgem ou cal hidratada, que proporcionam tais patamares com relativa
facilidade e a baixo custo (DAI PRA, 2010).

Em relagdo a Salmonella spp., ela cresce em intervalo de pH de 4,5 a 9,0, com
crescimento 6timo na faixa de 6,5 a 7,5. Geralmente, em pH abaixo de 4,0 e acima de 9,0 as

salmonelas séo destruidas lentamente (COSTA, 1996).

4. MICROBIOLOGIA DA CAMA

A microbiologia da cama e extremamente diversificada, em consequéncia do continuo
aporte de material fecal, secrecdes e descamacBes das aves durante o ciclo de criacdo, e
também de fungos e bactérias do ambiente. Varios estudos correlacionam a sobrevivéncia de
bactérias com a umidade e pH. Correlagdes entre positividade para Salmonella Enteritidis e
variaveis fisicas da cama como umidade, atividade da agua (medicdo da dgua molecular livre)
e pH foram observadas por OPARA et al. (1992) citados por PAGANINI (2004). Os autores
observaram que quanto maior a umidade, maior a atividade de dgua e maior o pH, maior é a

probabilidade de uma cama ser positiva para Salmonella Enteritidis.

A alta concentracdo de nutrientes, material organico e uma constante deposi¢cdo de
fezes pelos animais conferem & cama de aviario caracteristicas de um substrato favoravel a
manutengdo e desenvolvimento de uma elevada e diversificada populagdo microbiana. Do
ponto de vista da salde publica e da preocupacdo pelo impacto minimo da agricultura na
qualidade ambiental, alguns desses organismos apresentam um grande interesse, pois podem

contaminar o solo, 0os mananciais de agua e infectar o homem e outros animais pelo contato
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com a pele e pelo consumo de &gua, animais aquaticos e alimentos contaminados.
Especificamente, entre os patdgenos que podem ser transmitidos ao homem encontrados na
cama de aviario citam-se o virus da doenca de NewCastle, Chlamydia, Mycobacterium avium,
Candida albicans, Aspergillus fumigatus, varios sorotipos de Salmonela e E. coli. Estas duas
ultimas espécies, ambas pertencentes a familia Enterobacteriaceae, tém sido as de maior
preocupacao por apresentarem os maiores periodos de sobrevivéncia fora do organismo da
ave e estarem mais frequentemente relacionadas com contaminagdes do solo e da agua
(TESSARI, 2011).

A Salmonella pode sobreviver por longos periodos no solo num estado viavel, mas nao
detectavel pelos métodos tradicionais de cultivo bacteriologico em laboratério. Os autores tém
duvidas se estas formas ainda sdo capazes de causar doengas em humanos. Em condicdes
laboratoriais, esta bactéria resiste a temperatura de 55° C por 1 minuto, enquanto suas toxinas
resistem a 60° C por 15 a 20 minutos (SILVA, 1999). Dependendo do manejo da cama, da
eficiéncia e do periodo de retirada de antimicrobianos da racédo, do tipo de material absorvente
usado no galpdo e do nimero de lotes criados na mesma cama, a populacdo pode variar de

Zero a numeros bastante elevados.

A industria avicola tem usado diversos produtos antimicrobianos, como promotores de
crescimento, de forma continua e em doses subterapéuticas na alimentacédo dos frangos, tendo
um efeito de reducdo destes patdgenos no trato digestivo das aves. Apesar dessa vantagem,
esta pratica tem selecionado inUmeros microrganismos patogénicos resistentes a estes
produtos, que ao serem transmitidos a0 homem e aos outros animais, provocam doencas de
dificil tratamento terapéutico pela inocuidade de diversos antibiéticos. Muitos dos produtos
utilizados como promotores de crescimento sdo 0s mesmos antibidticos utilizados pela
medicina humana. E neste aspecto que reside certamente uma das maiores preocupacdes da

disseminacdo de patdgenos resistentes no ambiente (VIEIRA, 2011).

4.1 Pesquisa de Salmonella em cama aviaria

4.1.1 Quantificacdo de enterobactérias (Coliformes totais e coliformes

termotolerantes)
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As enterobactérias ou enterobacteridceas sdo uma familia de bacilos Gram-negativos,
com muitas propriedades em comum. Embora possam ser encontradas amplamente na
natureza, a maioria habita os intestinos do homem e dos animais, seja como membros da
microbiota normal ou como agentes de infeccdo (TRABULSI, 1999). De acordo com a
Instrucdo Normativa SDA 62 (MAPA, 2003), a Contagem de enterobactérias baseia-se na
inoculacdo das diluicdes em Agar cristal violeta vermelho neutro bile glicose (VRBG), cuja
composicao evidencia a habilidade dos microrganismos fermentarem a glicose com producao
de acido, reacdo indicada por uma viragem do indicador a vermelho e a precipitacdo de sais
biliares ao redor das colonias.

Para tanto, coloca-se 25 gramas da amostra em 225ml de solugédo salina peptonada
0,1% e homogeniza-se por aproximadamente 60 segundos em “stomacher”, sendo esta a
diluicdo 10™. A partir da diluicdo inicial (107, efetua-se as demais diluicées em solucdo
salina peptonada 0,1% ate 10°°. Inocula-se 1mL de cada diluicdo selecionada em placas de
Petri estéreis juntamente com cerca de 15 mL de Agar cristal violeta vermelho neutro bile
glicose (VRBG) previamente fundido e mantido a 46°C-48°C em banho-maria. Homogeiniza-
se cuidadosamente o0 indculo com 0 meio € 0 MeSMO permanece em repouso até total
solidificacdo. Apds completa solidificacdo do meio, incuba-se as placas em posicao invertida
em temperatura de 36 = 1°C por 18 a 24 horas e seleciona-se as placas que contenham entre
15 e 150 coldnias, conta-se as coldnias de coloragdo vermelha, rodeadas ou ndo por halo de
precipitacdo da bile presente no meio, com 0,5 a 2 mm de diametro e anota-se os resultados de
contagem. A partir dos dados obtidos, calcula-se 0 nimero de microrganismos presentes na

amostra em andlise. O resultado seréa expresso em UFC/g.

4.1.2 Quantificacdo de bactérias totais

A técnica utilizada baseou-se em padrdes da Anvisa (2001), para contagem de
Bactérias Totais, a qual baseia-se na semeadura da amostra ou de suas diluicdes em Agar
padrdo para contagem (PCA) seguida de incubagdo em temperatura de 36 + 1°C por 48 horas.
Para realizacdo da técnica, coloca-se 25 gramas da amostra em 225mL de solucdo salina
peptonada 0,1%, homogeniza-se por aproximadamente 60 segundos em ‘“‘stomacher” sendo
esta a diluicdo 10™. A partir da diluicdo inicial (10™), efetua-se as demais diluicdes em

solucdo salina peptonada 0,1% ate 10°®.

Apols semear 1mL de cada diluicdo selecionada em placas de Petri estéreis, devemos
adicionar de 15 a 20mL de Agar PCA fundido e mantido em banho-maria a 46-48°C.
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Homogeneizar adequadamente o agar com o in6culo e deixar solidificar em superficie plana.
Incubar as placas invertidas a 37 + 1°C por 48 horas. Apos, realizar a leitura selecionando as
placas de acordo com o seguinte critério: contando todas as colonias presentes em placas que

contenham entre 25 e 250 coldnias.
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Efeito de probiotico a base de B. subtilis e B. cereus sobre a cama
de frangos desafiados com Salmonella Enteritidis

Maristela Lovato'", Joice Magali Brustolin', Maria Amélia Agnes Weiller', Talieli
Tavares', Ana Caroline Torres', Giovana Basso', Gustavo Henrique Schneiders', Paulo
Henrique Ferronato'

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo determinar os beneficios que o uso de um probiotico
comerial a base de Bacillus subtilis e Bacillus cereus proporciona a cama de frangos, quando
incluidos na dieta de aves artificialmente infectadas com Salmonella Enteritidis (SE). Para
isto utilizou-se 100 frangos de corte, Coob®, alimentados com ra¢do comercial, acrescida de
probidtico, associado ou ndo ao promotor de crescimento conforme tratamentos (G1-
alimentados com racdo comercial com promotores de crescimento, com adicao de probidtico e
com inoculacdo de SE; G2- alimentados com racdo comercial sem promotores de
crescimento, com adicdo de probidtico e com inoculacdo de SE; G3 — Grupo controle
positivo, alimentados com ragdo com promotor de crescimento, sem a adi¢do de probidtico e
com inoculacdo de SE; e G4 — Grupo controle negativo, alimentados com ragdo com promotor
de crescimento, sem a adicdo de probidtico e sem a inoculacdo de SE). Realizou-se um pool
da cama de cada grupo para a avaliagdo semanal dos valores de pH, calculo de umidade e
contagem de enterobactérias e bactérias totais, de acordo com protocolos previstos na
legislacdo vigente. Os resultados deste estudo sugerem que a adicdo do probidtico a base de
B. subtilis e B. cereus a alimentacdo das aves possa ser benéfica no controle da contaminagéo
bacteriana da cama, demonstrando uma diminui¢cdo na contagem de enterobactérias e um
aumento na contagem total em decorréncia da eliminagdo de bactérias benéficas produzidas
pelo mesmo.

Palavras-chave: Sanidade Avicola, Salmonelose, microbiologia, pH.
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ABSTRACT

The aimed of this study was to determine the benefits that the use of a probiotic based
on Bacillus subtilis and Bacillus cereus provides to the poultry litter, when included in the
diet of chickens artificially infected with Salmonella Enteritidis (SE). A hundred of Cobb
broilers were used. The treatment that they receive was commercial diet plus probiotic,
associated or not with growth promoter (G1-fed commercial diets with growth promoters,
with added probiotics and inoculated with SE; G2-fed commercial diet without growth
promoters, with added probiotics and inoculated with SE; G3 - positive control group fed diet
with growth promoter without the addition of probiotic and inoculated with SE, and G4 -
negative control group, fed with diets containing growth promoter without the addition of
probiotic and without inoculation of SE). For all groups, we do a pool for assessment of pH
weekly, Enterobacteriaceae and total bacteria counts, according to protocols provided by
law. The results of this study suggest that the addition of probiotic based on B. subtilis and B.
cereus on poultry feed can be beneficial to control bacterial contamination of the bed,
showing a decrease in count of Enterobacteriaceae and an increase in bacterial total count
due to the elimination of bacteria present on the comercial product.

Key words: Avian health, salmonelosis, microbiology, pH

INTRODUCAO

A alta frequéncia de bactérias potencialmente patogénicas para animais e humanos
presentes em produtos de origem animal, assim como o aumento de sua resisténcia aos
antimicrobianos, levaram a questionar o uso indiscriminado dos mesmos como aditivos em

racdes. ROSSA et al (2013) observaram que a resisténcia antimicrobiana das enterobactérias
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isoladas das carcacas de frango convencional foi maior que a dos isolados dos frangos
organicos, e que a tetraciclina foi o antimicrobiano com a maior frequéncia de resisténcia.

Considerando inevitavel o banimento do uso de promotores de crescimento e
objetivando a manutencao dos niveis de produtividade da moderna producdo avicola, muitas
pesquisas tém sido desenvolvidas em busca de alternativas ao uso destes aditivos
(ROSTAGNO et al., 2003).

Probioticos podem ser definidos como sendo microrganismos vivos que, quando
administradas em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro
(FAO/WHO, 2013), e que podem agir através da regulacdo da homeostase intestinal,
expressao de bacteriocinas, inducdo da atividade enzimatica, efeitos imunomodulatorios, entre
outros (ITO, 2004).

Entre as diferentes alternativas estudadas, os probidticos aparecem como 0S mais
promissores (PATTERSON, 2003), e merecem atencdo especial como uma possivel
alternativa de substituicdo ao uso dos tradicionais promotores de crescimento, uma vez que
ndo determinam residuos nos produtos de origem animal e ndo desenvolvem resisténcia as
drogas utilizadas em seres humanos (ANDREATTI & SAMPAIQO, 2000).

Os trabalhos publicados com relagdo a utilizacdo de probidticos divergem quanto aos
resultados. MEURER (2010) em trabalho realizado com 1200 machos, Coob®, ndo observou
diferencas no desempenho de animais com probio6tico e promotor de crescimento, ou somente
com probidtico e somente com promotor. J4, FLEMMING e FREITAS (2005), utilizando
Bacillus subtilis observaram melhores resultados de performance em aves que utilizaram o
probidtico. DA COSTA (2009) em trabalho realizado com perus ndo observou diferencas
entre lotes tratados com probiotico e lotes ndo tratados. LIMA et al. (2003) sugere que a
utilizacdo de probidtico na alimentagcdo dos animais se torna mais eficiente quando as

condi¢gdes ambientais e de sanidade ndo sdo as mais adequadas, ou seja, em condicgdes de
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superlotacdo, em condicgdes de estresse por calor ou frio, em condicdes de desafio por agentes
patogénicos, entre outros.

O objetivo deste trabalho foi determinar os beneficios que o uso de um probiotico
comercial a base de Bacillus subtilis e Bacillus cereus proporciona a cama de frangos,
qguando incluidos na dieta de aves artificialmente infectadas com Salmonella Enteritidis

(SE).

MATERIAIS E METODO

O estudo foi realizado no Biotério do Laboratério Central de Diagnoéstico de
Patologias Aviarias (LCDPA). Utilizou-se 100 pintos comerciais Coob®, machos, com um
dia de idade, alimentados com racdo comercial acrescida de probidtico PAS-TR
PROBIOTICO - PO ORAL PARA AVES E SUINOS, composto por bactérias do género
Bacillus, vivas na forma liofilizada, aerdbias, esporuladas, encapsuladas com ions Ca++,
associado ou ndo ao promotor de crescimento, conforme os tratamentos explicitados a seguir.
No dia 2 de alojamento, foi inoculada Salmonella Enteritidis (SE), por via oral, na
concentracdo de 108 UFC/mL para cada ave.

As aves foram distribuidas em 4 grupos, sendo G1 — alimentados com ragdo comercial
com promotores de crescimento (Bacitracina de Zinco), com adi¢do de probidtico e com
inoculacdo de SE; G2- alimentados com ragdo comercial sem promotores de crescimento,
com adicdo de probidtico e com inoculacdo de SE; G3 — Grupo controle positivo,
alimentados com racdo com promotor de crescimento, sem a adi¢cdo de probidtico e com
inoculacdo de SE; e G4 — Grupo controle negativo, alimentados com racdo com promotor de
crescimento, sem a adicdo de probidtico e sem a inoculagdo de SE. Agua e racdo foram
ofertadas ad libitum. A lotacdo dos animais era de 10 aves por metro quadrado, sendo 0s

mesmo colocados em uma baia com paredes de alvenaria, mas com porta gradeada. A cama
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utilizada nas baias era cama nova, de maravalha, com uma altura de 10 cm. As aves estavam
alojadas em ambiente com climatizador, sendo que todo dia era aferida a temperatura do
ambiente, e se necessario 0 mesmo era ligado ou desligado. Também, a cada dia a cama era
revirada a fim de que ndo houvesse a formacdo de crostas e 0 ambiente se mantivesse
confortavel aos animais. As aves estavam sob um programa de luz crescente, controlada por
timer.

Na fase final (36-42 dias), todos receberam racdo comercial sem promotores de
crescimento, conforme a legislacdo. Amostras de cama foram coletadas em 5 diferentes
pontos (pool) das baias, anterior ao alojamento e durante as 6 semanas de alojamento para
posterior analise.

Para a determinacédo do pH, utilizou-se 10g da amostra in natura diluida em 50mL de
agua destilada, durante 1 a 2 minutos (TEDESCO et al., 1995) com a leitura em pHmetro
digital de bancada, modelo PHS-3B. Para a determinacdo da umidade, realizou-se a pesagem
de 30g de cama, sendo posteriormente estas colocadas em estufa a 100°C, durante 24 horas
(AOAC, 1996). Apos, realizou-se a subtracdo dos pesos iniciais e finais obtendo-se o
resultado em percentual.

Os pools das amostras de cama foram processadas para contagem de bactérias totais e
de enterobactérias, e isolamento bacteriano de acordo com os protocolos previstos pela
legislacdo vigente (BRASIL, 2003). Os resultados foram submetidos & analise estatistica pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se em todos os tratamentos um aumento gradativo do pH da cama com o

passar das semanas, o qual passou de &cido (dia Zero) para alcalino (Tabela 1). Porém, néo se
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manteve suficientemente alcalino para promover o efeito inibitorio sobre a multiplicacéo
bacteriana, onde o ideal seria um pH em torno de 11 (SILVA, 2007).

Comparando-se os resultados dos G1 e G2, observou-se que os valores de pH séo
maiores no G1, onde havia a presenca do promotor de crescimento e do probiotico, diferente
do G3 onde nédo foi adicionado o probidtico. Pode-se inferir que o probidtico associado ao
promotor de crescimento ajudou a elevar o pH da cama no decorrer do experimento.

Muitos fatores podem influenciar a viabilidade e multiplicacdo bacteriana na cama de
um aviario. Entre estes pode-se destacar a atividade da agua, pH, temperatura, umidade e a
presenca de amodnia, os quais podem variar entre os diferentes métodos de manejo e
tratamento da cama. (SILVA et al, 2007).

O fato de haver inoculacdo de SE nos tratamentos G1, G2 e G3 determinou que o pH
fosse mais elevado uma vez que, nestes grupos, houve uma maior perda de liquidos via
digestiva, aumentando a umidade da cama, o que, segundo MC WARD & TAYLOR (2000)
reduz a atividade das bactérias produtoras de aménia, variando assim o pH.

A umidade da cama foi aumentando gradativamente e, no G3, obtiveram-se 0S
maiores valores durante todo o periodo (Tabela 1). A umidade da cama de aves se destaca
como um problema influenciado por diversos fatores, tais como questdes ambientais, de
manejo, sanitarias e fatores nutricionais os quais levam as aves ao aumento no consumo de
agua ou perda excessiva de agua pelas excretas, e, na medida em que a cama apresenta maior
teor de umidade, ha uma influéncia direta no desafio microbioldgico (VIEIRA et al., 2011).

Os resultados das contagens semanais de enterobactérias e bactérias totais presentes na
cama encontram-se na Tabela 2. Observou-se que para as contagens de enterobactérias, 0 G4
(sem SE), a partir da 4% semana, apresentou um aumento significativo seguido de reducdo na
5% semana (Figura 1a), o que pode ser atribuido pela queda da imunidade materna e

estabelecimento da imunidade ativa, ou algum fator estressante que elevou a presenca das
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enterobactérias. LEEDLE (2000) relata que probioticos podem ser importantes no
desenvolvimento de imunocompeténcia em animais jovens, particularmente quando ¢é
necessaria a protecdo contra antigenos que causam reagdes inflamatdrias no intestino. No G3
observou-se um aumento na 5% semana, coincidindo com a retirada da ragdo com promotor de
crescimento. Como este grupo foi desafiado com SE o mesmo apresentou uma contagem
maior quando relacionada ao G4 (sem desafio). No G1 a contagem foi relativamente baixa,
porém superior ao G2 durante as duas primeiras semanas, se equivalendo na 3% e 4% semana,
seguido de um aumento. Isto é confirmado por SILVA (2000), o qual cita que os probioticos
produzem substancias antibacterianas e enzimas; assim como o estimulo ao sistema imune de
mucosa, ocorrendo a producéo de anticorpos (IgA), que bloqueiam os receptores e reduzem o
namero de bactérias patogénicas na luz intestinal e consequentemente no meio externo.
Analisando os 4 grupos, nota-se que as contagens de enterobactérias permaneceram
semelhantes mesmo no grupo nao desafiado com SE, o que pode ser atribuido ao fato das aves
desafiadas terem desenvolvido imunidade frente ao agente, utilizando-se dos recursos
disponiveis para contornar tal situacdo. Nos recém-nascidos a imunidade é o resultado da
exposicao intestinal a uma variedade de antigenos, tais como as bactérias patogénicas, o que é
importante na defesa dos animais jovens principalmente contra diarreia (SISSONS, 1989).
Para a contagem de bactérias totais (Figura 1b), observou-se uma dispersdo variada,
onde 0 G1 manteve baixas contagens até a 4% semana havendo um pico durante a 5% semana,
regredindo posteriormente. O G2 apresentou contagens baixas até a 3% semana, elevando-se
entre a 3% e 4% mantendo-se estavel até a 5% semana, regredindo novamente na 62 semana. O
G3 apresentou baixas contagens até a 4% semana, sendo que a partir desta apresentou um
crescimento exponencial até a 6% semana. Ja 0 G4 foi 0 grupo que mais apresentou variacao,
mostrando picos na 22 e 42 semana, chegando na 5% semana com contagens baixas as quais se

mantiveram até a 62 semana.
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ITO (2004) verificou que a partir do 25° dia de tratamento com probiotico, se
estabelece uma condicdo de eubiose, desfavorecendo o crescimento de enterobactérias
patogénicas e aumentando o numero de bactérias benéficas, o que se notou no G2. As
bactérias probioticas também protegem os vilos e as superficies absortivas contra toxinas
irritantes produzidas pelos microrganismos patogénicos, permitindo, assim, a regeneracao da
mucosa intestinal lesada e manutencdo da qualidade das fezes (DOBROGOSZ et al.,1991).

Na comparacéo entre 0 G3 e 0 G4 novamente nota-se que o grupo que foi desafiado
apresentou melhor resposta imunoldgica (LEEDLE, 2000), resultando numa menor liberacédo
de bactérias totais na cama. Os picos de contaminacdo presentes no G4 podem ser atribuidos a
desafios por diferentes agentes bacterianos demostrando seu crescimento e posterior controle
pelo sistema imune. Nos G1 e G2 as contagens finais foram baixas, ressaltando-se que o G1,
recebeu apenas probidtico nesta semana, sem a adi¢cdo do promotor de crescimento, devido a
troca de racdo para realizacdo do jejum pré abate. Observou-se entdo que a a¢do do probiotico
foi capaz de reduzir o nimero de bactérias totais mesmo sem a presenca do promotor de
crescimento, e ainda que o G2 ja apresentou um aumento na contagem na 3 2 semana quando
comparado ao G1 e G3. Sugere-se que 0 promotor de crescimento presente nestes grupos
tenha suprimido a producdo destas bactérias benéficas por uma semana a mais do que quando
utilizado somente o probidtico.

Na andlise bacterioldgica da cama, somente foi isolada a SE nos G1, G2 e G3 durante
a primeira semana ap6s a exposicao. Nas demais semanas o isolamento foi negativo em todos
0s grupos. BUSH et al. (2007), citam que a cama aviaria ndo € um ambiente favoravel a
sobrevivéncia e multiplicagdo de salmonelas, admitindo que fatores como pH, concentracao
de aménia, umidade e competicdo entre micro-organismos saprofitas da cama, atuando
simultaneamente, possam estar associados ao efeito redutor desta bactéria. Na anélise

estatistica ndo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos.
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CONCLUSAO

Observou-se que a adicdo do probiotico a alimentacédo das aves apresentou um melhor
controle sobre a contagem de enterobactérias presentes na cama, e que 0 aumento das
bactérias totais nos grupos se deve a um aumento de bactérias benéficas influenciadas pela
acao do mesmo.

N&o se observou diferencas significativas quando se utilizou o probiotico ou
probidtico associado ao promotor de crescimento. Sugere-se que a utilizacdo do probidtico na

alimentacdo das aves possa ser benéfica no controle da contaminacéo bacteriana da cama.

AGRADECIMENTO

Os autores agradecem a Imeve Biotecnologia pelo apoio na realizacdo deste estudo.

COMITE DE ETICA E BIOSSEGURANCA
Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da

UFSM, sob o parecer de nimero 101/2012.

BIBLIOGRAFIA

ANDREATTI, R. L. e SAMPAIO, H. M. Probiéticos e Prebidticos. Educacao continuada.
Séo Paulo, v. 02, n. 03, p. 059-071, 2000.

AOAC-Associagdo de Quimicos Analiticos Oficiais. Métodos Oficiais de Anélise 16 Ed.,

AOAC, Virginia, EUA. 1996.

33



BUSH, D. J. et al. Effecting of stacking method on Salmonella elimination from recycled
poultry bedding. Bioresource Tecnology, v. 98, p. 571-578, 2007. DOI:
10.1016/j.biortech.2006.02.017

DA COSTA, A. C. R. Utilizacdo de probidticos em perus (Meleagris Gallopavo) como
promotores do crescimento. 85p., 2009. Dissertacdo. Universidade Tecnica de Lisboa,
Faculdade de Medicina Veterinaria, Lisboa, 2009.

DOBROGOSZ, W.J. et al. Delivery of viable Lactobacillus reuteri to the gastrointestinal tract
of poultry. Poultry Science, n.70 (suplemento 1), p.158, 1991.

FLEMMING e FREITAS. Utilizacdo de leveduras, probidticos e manonoligossacarideos
na alimentacdo de frangos de corte. 2005. Tese, Universidade Federal do Parana, Curitiba,
2005

ITO, N.M.K. et al. Saude gastrintestinal, manejo e medidas para controlar as enfermidades
gastrintestinais. In: PRODUCAO DE FRANGOS DE CORTE, 2004, Campinas. Anais...
Campinas: FACTA, 2004. p.206-260.

LEEDLE, J. Probiotics and DFMs - Mode of action in the gastrointestinal tract.

In:  Simpoésio sobre aditivos alternativos na Nutricdo Animal. 2000, Campinas.
Anais...Campinas: Colégio Brasileiro de Nutrigdo Animal, 2000. p. 25-40.

LIMA, A.C.F. e al. Efeito do uso de probiotico sobre o desempenho e atividade de enzimas
digestivas de frangos de corte. Revista Brasileira de Zootecnia. v.32 n.1 Vicosa Jan./Feb.
2003 DOI: 10.1590/S1516-35982003000100025

Mc WARD, G.W.; TAYLOR, D.R. Acidified clay litter amendment. Journal of Applied
Poultry Research, v.9, n.4, 518-529 p. 2000

MEURER et al. Evaluation of the use of probiotics in diets with or without growth promoters

for broiler chicks. Revista Brasileira de Zootecnia, v.39, n.12, 2687-2690 p. 2010.

34



PATTERSON, J.A. & BURKHOLDER, K.M. Application of Prebiotics and Probiotics in
Poultry Production Poultry Science. vol. 82, no. 4, 627- 631 p. 2003.

ROSSA et al. Resisténcia antimicrobiana e ocorréncia de micro-organismos patogénicos e
indicadores em frangos organicos e convencionais: estudo comparativo. Biotemas, v.26 n.3,
211-220p.,2013.< http://dx.doi.org/10.5007/2175-7925.2013v26n3p211>

ROSTAGNO, H.S.; ALBINO, L.F.T.; FERES, F.A. et al. Utilizacdo de probioticos e
prebidticos em aves. In: FERREIRA, C.L.F. (Ed.) Prebi6ticos e probioticos: atualizacdo e
prospecc¢do. Vicosa, MG: Universidade Federal de Vigosa, 181-202, 2003.

SILVA E.N. Alimentos funcionais para aves: prebioticos e probidticos na alimentacao
avicola. Conferéncia de Ciéncia e Tecnologia Avicolas. Campinas - SP. Anais... Facta, v. 2,
p.241- 251. 2000.

SILVA, A. L. Utilizacdo de Cama de Frango e Diferentes Niveis de adubacdo
Nitrogenada para Obtencdo de Matéria Seca em Brachiaria cv. Arandu. 2007. 45f,
Monografia Graduacdo. Faculdades Integradas de Mineiros. Mineiros, 2007.

SISSONS, J. W. Potential of probiotic organisms to prevent diarrhoea and promote digestion
in farm animals — a review. Jounal of Science Food Agricultural, v. 49, n. 1, p.1- 13, 1989.
DOI: 10.1002/jsfa.2740490102

TEDESCO, M.J. et al. Andlise de solo, plantas e outros materiais. Porto Alegre
Universidade Federal do Rio Grande do Sul 174p, 1995. (Boletim técnico, 5)

VIEIRA, M F A Caracteriza¢do e anélise da qualidade sanitaria de camas de frango de
diferentes materiais reutilizados sequencialmente. 2011. Dissertacdo de Mestrado,
Programa de P0s Graduacdo em Engenharia Agricola. Universidade Federal de Vigosa,

Vigosa, MG, 2011.

35


http://dx.doi.org/10.5007/2175-7925.2013v26n3p211

Tabela 1. Quantificacdo do pH e umidade das camas de frangos de acordo com 0s grupos

tratamentos durante as 6 semanas de alojamento.

pH 12semana 22%semana 3%semana 4%semana 5%semana 6% semana Meédias
Grupo 1 6,4° 7,19% 6,07° 8,53% 9,15% 9,31° 7,775°
Grupo 2 6,27° 6,82° 4,72° 7,8° 8,64° 9,13° 7,23%
Grupo 3 6,73° 519°% 6,67° 8,02° 9,13° 9,35°% 7,51°%
Grupo4  7,06° 6,83° 6,68° 8,03° 8,86° 9,0° 7,74°
Umidade 1%semana 22semana 3%semana 42semana 5%semana  6%semana Médias
(%)

Grupol  1545°% 22,65° 34,45° 36,30° 37,60° 32,30° 29,79°
Grupo2  15,10° 12,50° 19,65° 27,80° 36,40° 30,95° 23,732
Grupo3  18° 15,6° 26,30° 41,8° 35,4° 42,8° 29,982
Grupo 4 148 22° 33,3° 25,78 28,1° 24,78 24,63°
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Tabela 2. Contagem de enterobactérias e bactérias totais presentes nas camas de frango de acordo com

0S grupos tratamentos.

Contagem de

Enterobacteérias G 01 G 02 G 03 G 04
Semanas (x10 % (x10 4 (x10 % (x10 4
Dia Zero 6 6 6 6
12 sem. 17,45° 2,9° 0,52° 10,8°
22 sem. 0,765% 4,05° 0,27°% 2,18°
3% sem. 0,315° 3,38° 0,54°% 0,76°
42 sem. 3,26° 0,19° 58°% 0,16°
5% sem. 29,22 2,01° 0,85% 1422
62 sem. 8,38° 2,65% 542 18
Meédias 9,33° 3,025° 9,71° 23,12°
Contagem de
Bactérias Totais G 01 G 02 G 03 G 04
Semanas (x10 % (x10 % (x10 % (x10 %
Dia Zero 24,8 24,8 24,8 24,8
12 sem. 12,82 8,75% 0,46° 12,22
23 sem. 0,78° 8,75% 24,2% 251°
3% sem. 2,19° 4,65° 0,72 2,242
42 sem. 1,172 125,56° 2,31° 251°
5% sem. 126,12° 125,90° 758 1,34°
62 sem. 6,68° 1,60° 251° 0,63°
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Médias 24,92 42,85° 54,06 ° 77,60°

Letras diferentes indicam que houve diferencga estatistica para o teste de Tukey, com p<0,05.

Considerac6es Finais

A busca de alternativas que visem a manutencdo da produtividade do setor avicola,
mas sem comprometer a salde publica é salutar. Reduzir o uso de substancias antimicrobianas
na produgéo, reduzindo assim o surgimento de resisténcia aos antimicrobianos deve se tornar
prioridade. Assim, os probidticos ganham cada vez maior importancia dentro da producédo
animal, sendo de grande necessidade que novas pesquisas venham a ser realizadas com o
intuito de determinar os reais beneficios destes produtos no setor, indicando se 0s mesmos séo
capazes de substituir os produtos ja bem estabelecidos.

O Programa de Residéncia em Area Profissional da Saide em Medicina Veterinaria,
subarea de Medicina Veterinaria Preventiva da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM)
possibilitou um aprofundamento da formacdo académica, a partir do conhecimento e
treinamento nos servicos prestados pelos laboratérios vinculados ao Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva da UFSM, o Laboratério Central de Patologias Aviérias
(LCDPA) e o Laboratério de Anéalises Micotoxicologicas (LAMIC). As vivéncias
proporcionadas pela interface com a area da salde, a partir de uma concep¢do ampliada de
salde humana e animal, vivenciadas na comunidade local, contribuiram para a capacitacao e
consolidacdo de Médicos Veterinarios como profissionais da area da saude, estimulando-me a

buscar areas que antes eram deixadas para tréas.
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