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RESUMO

UTILIZACAO DE LACTOBACILLUS PARACASEI COMO PROBIOTICO PARA O CONTROLE DE
SALMONELLA SPP EM FRANGOS DE CORTE

AUTORA: ELIANE MARIA DE CARLI
ORIENTADORA: LEADIR LUCY MARTINS FRIES
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DOS ALIMENTOS
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA, RS, BRASIL.
DATA E LOCAL DA DEFESA: SANTA MARIA, RS, 17 DE FEVEREIRO DE 2006.

A avicultura comercial tem como objetivo obter alta produtividade a baixo custo e oferecer ao
consumidor produto de qualidade. Uma bactéria patogénica que tem preocupado o setor avicola nos
Ultimos tempos é a Salmonela. Para controlar esta bactéria, foi proposto neste trabalho o
Lactobacillus paracasei, usado como probidtico. O Lactobacillus paracasei podera ser uma alternativa
saudavel para o uso indiscriminado de antibiéticos, proibido para exportacdo. O presente trabalho foi
realizado no Biotério da Medicina Veterinaria Preventiva da Universidade Federal de Santa Maria —
RS. Foram utilizados pintos comerciais de corte com um dia de idade, mantidos em gaiolas de arame,
sob aquecimento. Para alimentacao foi fornecida ragdo ndo medicada e 4gua. Os tratamentos foram
realizados no primeiro dia de vida das aves. Administrou-se probiético por pulverizacdo e na 4gua de
bebida, e salmonela por inoculacdo endoesofégica e probidtico na dgua de bebida. A pulverizacédo foi
realizada com auxilio de pulverizador manual. A inoculagdo via endoesofagica foi realizada com
auxilio de uma sonda e seringa graduada de 1ml, com 0,1ml da cultura de Salmonella Enteritidis para
cada pintos. Para a pulverizacdo e para a agua de bebida, o inéculo continha 10'° UFC/mI, de
Lactobacillus paracasei e para a via endoesofagica 10° UFC/ml, de Salmonella Enteritidis. Foram
utilizados trés grupos de 20 pintos, assim distribuidos: Lote 1- Controle; Lote 2 pulverizacéo e adi¢cao
de probidtico na dgua de bebida; Lote 3 - adicdo de probidtico na agua de bebida e inoculacdo de
Salmonella Enteritidis; A cada semana trés pintos de cada lote eram retirados de cada grupo para
pesagem, sacrificio e colheta do material. A presenca nas fezes e a coloniza¢édo dos cecos de pintos
de corte por Salmonella Enteritidis foi acentuadamente reduzida nos grupos tratados com
Lactobacillus paracasei (L2) por pulverizacdo e adicdo na agua de bebida. Com isso podemos
constatar que o uso de probioticos inibe ou reduz o desenvolvimento de salmonela, no trato intestinal
das aves, ja que podemos constatar sua presenca no Tratamento Controle (L1), em trés amostras
analisadas, ocorreu possivelmente devido a presenca de bactérias na ragcao, agua ou ambiente, onde
as aves se encontravam. No tratamento com Adi¢do de Lactobacillus paracasei na agua de bebida +
inoculacdo de Salmonella Enteritidis, verificamos trés auséncias de salmonela, no 0° 32° e 42° dias
de tratamento. Nas amostras positivas para salmonela observamos les6es caracteristicas no figado,
tipica de contaminacé@o por salmonela, esta atinge a corrente sanguinea, provavelmente de modo
intracelular, e sdo removidas pelo figado, baco ou medula 6ssea. J& no 32° e 42° ocorreram
auséncias de SE o que indica a capacidade inibitéria do probiético utilizado. Observamos que a
inibicdo ocorre tardiamente. O ganho de peso do lote que recebeu Lactobacilllus paracasei
pulverizado e na 4gua de bebida (L2) ndo diferiu dos demais tratamentos. Como esse mesmo
tratamento ndo acusou a presenca de SE nas fezes, enquanto nos demais grupos tratados com
probidtico os indices de SE nas fezes foram detectaveis, ha indicacdo de que a presenca de
Salmonella Enteritidis n&o interfere decisivamente na produtividade de frangos de corte. Embora nédo
tenha ocorrido variacéo significativa entre os grupos, em relacdo ao peso corporal, o grupo tratado
com Lactobacillus paracasei pulverizado e na agua de bebida (L2), apresentou melhor performance.

Palavras-chave - Salmonella, Probi6tico, Avicultura.
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ABSTRACT

UTILIZATION OF LACTOBACILLUS PARACASEI AS PROBIOTIC USE TO CONTROL THE
SALMONELLA SPP IN COMMERCIAL POULTRY

AUTHOR: ELIANE MARIA DE CARLI
ORIENTATION: LEADIR LUCY MARTINS FRIES
PUBLIC UNIVERSITY OF SANTA MARIA, RS, BRAZIL
POST-GRADUATION COURSE IN FOOD SCIENCE AND TECNOLOGY
DATE AND PLACE OF THE DEFENSE: SANTA MARIA, RS, 17 OF FEBRUARY - 2006.

The objective of the commercial poultry keeping is getting high productivity for a low cost and offering
to the consumer a product with quality. A pathogenic bacterium that has been worring the avicola
section during the last years is the Salmonella. To control this bacterium, it was proposed in this paper
the Lactobacillus paracasei, used as probiotic. The Lactobacillus paracasei can be in the future a
healthy alternative for the indiscriminate antibiotics use, forbidden for export. This assignment was
carried out in the Biotery of Veterinary Preventive Medicine of the Federal University of Santa Maria —
RS (Biotitic of Medicinal Preventive Veterinaries of Public University of Santa Maria — RS). Cutting
commercial chicks with a day of living were used. They were remained in wire cages, with a heating
system. The feeding was ration (not medicated) and water. The treatments were done in the first day
of living of the chicks. It was administrated a probiotic sprayed in the water, and salmonella for endo-
esofagic inoculation. The pulverization was done with a manual spray. The endo-esofagic inoculation
was done with a probe and syringe with 1ml, with 0,1ml of Salmonella Enteritidis for each chick. For
the pulverization and for the water, the inoculo had 10'° UFC/ml of Lactobacillus paracasei and for the
endo-esofagic tract 10° UFC/mI of Salmonella Enteritidis. Three groups of twenty chicks were used,
distributed as follows: Portion 1- Control; Portion 2- pulverization and addiction of probiotic in the
drinking water; Portion 3 — addition of probiotic in the drinking water and inoculation of Salmonella
Enteritidis; In each week, three chicks from each portion were withdrawn from each group to be
weighed, sacrificed and for material collection. The presence in the excrements and the colonization of
the cecos of cutting chicks for Salmonella Enteritidis was reduced significantly in the groups treated
with Lactobacillus paracasei (P2) for pulverization and addiction in the drinking water. Therefore, we
can conclude that the use of probiotics inhibits or reduce the salmonella development, in the intestinal
treat of the birds, since we can constact its presence in the Treatment Control (P1) in three samples
probably because of the presence of bacterium in the feed, water or environment where the birds
were. In the treatment with Addiction of Lactobacillus paracasei in the drinking water + inoculation of
Salmonella Enteritidis, we verified three absences of salmonella, in the 0; 32; and 42 days of
treatment. In the positive samples for salmonella, we observed characteristic damages in the liver,
typical of the contamination with salmonella, which affects the bloodstream, probably in an intracellular
way, and are removed by the river, spleen or bone marrow. During the 32 and 42 days, there were
absences of SE, which indicate the inhibitory capacity of the probiotic used. We observed that the
inhibition occurs later. The gain of weight of the portion that received sprayed Lactobacilllus paracasei
in the drinking water (P2) did not de different of the other treatments. As this same treatment did not
accused the presence of SE in the excrements, while the other groups treated with probiotic the rates
of SE in the excrements were detected, there is the indication that the presence of Salmonella
Enteritidis does not interfere decisively in the cutting chickens productivity. Although it has not
occurred significant variation among the groups, related to the body weight, the group treated with
Lactobacilllus paracasei sprayed in the drinking water (P2), presented the best performance.

Keywords — Salmonella, Probiotic, poultry.
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1 INTRODUCAO

A colonizagéo intestinal por grande e diversificado nimero de bactérias é
achado normal nas aves. Entre as bactérias capazes de colonizar o trato intestinal
da galinha encontram-se diferentes sorovares de Salmonella causadores de
infeccbes em humanos. A susceptibilidade da ave a colonizacdo intestinal por
Salmonella spp. € maior durante os primeiros dias de vida, reduzindo-se a medida
que ocorre o crescimento da microbiota intestinal normal (NURMI & RANTALA,
1973; PIVNICK et al., 1982).

A avicultura comercial tem como objetivo obter alta produtividade a baixo
custo e oferecer ao consumidor produto de qualidade. Porém, para a obtencédo da
alta produtividade séo usados promotores de crescimento, entre eles, os antibioticos.
A utilizacdo indiscriminada tem levado ao aparecimento de populacfes bacterianas
resistentes (FULLER, 1989), levando ao desequilibrio na simbiose entre

microrganismos patogénicos e o animal.

Torna-se evidente, portanto, a necessidade de desenvolver um produto que
possa ser utilizado como substitutivos aos antibidticos, sem causar perdas de
produtividade e qualidade dos produtores finais. Entre as alternativas destacam-se
0s probidticos, os quais sdo produtos constituidos por microrganismos vivos que
afetam beneficamente o animal hospedeiro, promovendo o equilibrio da microbiota
intestinal (FULLER, 1989), de forma que os antibidticos possam ser utilizados

guando realmente necessarios.

O termo exclusdo competitiva € usado para descrever a capacidade de uma
microbiota impedir a colonizacdo intestinal de outras bactérias. A administracdo de
probioticos, compostos por microrganismos da microbiota intestinal de aves normais,
pode determinar alguma protecdo as aves receptoras contra a colonizacdo por
alguns patdgenos, particularmente Salmonella spp. (ZIPRIN et al., 1993; NISBET et
al., 1994; HOLLISTER ET AL., 1995; ANDREATTI FILHO et al., 1997, 1999, 2000).

Sao descritos varios métodos de administracdo da microbiota intestinal, ou
seja, por meio de pulverizacdo sobre as aves, inoculacdo em ovos embrionados,
inoculacéo via cloaca, reutilizacdo de cama, inoculacao via endoesofagica e adi¢ao

a racdo ou a agua de bebida. O inéculo pode ser obtido a partir de fezes ou de
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conteudo cecal recém-colhidos (ZIPRIN et al.,, 1993; NISBET et al., 1994,
ANDREATTI FILHO et al., 1997, 1999, 2000).

O proposito deste estudo foi verificar o efeito do probidtico Lactobacillus

paracasei no controle da Salmonella Enteritidis em frangos de corte.

1.1 Objetivo geral

1.2 Objetivos

Observar o comportamento de uma cepa de Lactobacillus paracasei
no controle da Salmonella Enteritidis, visando a sua utilizacdo como

probiético.

especificos

Caracterizar a atividade inibitéria dos Lactobacillus paracasei frente a
Salmonella Enteritidis.

Avaliar anatomicamente o cecon de frangos de corte com 45 dias de
idade tratados com Lactobacillus paracasei, e contaminados com
Salmonella Enteritidis.

Verificar o comportamento do Lactobacillus paracasei no ganho de
peso dos frangos com 45 dias de idade.

Avaliar a eficiéncia do tratamento por pulverizacdo e na agua de
bebida do Lactobacillus paracasei no controle de Salmonella

Enteritidis em frangos com 45 dias de idade.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A partir desta secédo sera discorrido o tema principal desta dissertacao.

2.1 Probhiético

Lilly e Stillwell (1965) foram os primeiros a utilizar o termo probidtico,
observando a acédo de microrganismos como promotores de crescimento. Seguiram-
se inumeros trabalhos sobre produtos e processos com o propdsito de oferecer
protecdo contra a infeccdo por patdgenos intestinais e melhor desempenho
zootécnico. A maioria destes produtos, compostos por culturas de microrganismos
vivos, com a capacidade de se instalar e proliferar no trato intestinal do hospedeiro.
Surgiram varias definicbes para os probitdticos. Geralmente observamos a
complementacdo das definicbes antecessoras, com a adequacdo a alguma
caracteristica peculiar. Fuller (1989) definiu probiético como suplemento composto
de microrganismos vivos que beneficiam a salde do hospedeiro, através do
equilibrio da microbiota intestinal. Havennar et al. (1992), complementando a
definicdo proposta por Fuller (1989), definiu probiético como cultura pura ou
composta de microrganismos vivos que, fornecidos ao homem ou aos animais,
beneficiam ao hospedeiro pelo estimulo das propriedades existentes na microbiota
natural. Estas definicdes sao atualmente as mais aceitas e utilizadas no meio
cientifico. Podemos verificar que nao ha espaco para antibidticos, derivados ou
mesmo promotores de crescimento tradicionais no contexto destas defini¢des.

Assim, o termo “probiético” foi mais bem definido, inicialmente, por Fuller
(1983) como: organismos vivos que ingeridos exercem efeito benéfico no balanco da
flora bacteriana intestinal do hospedeiro. Posteriormente, este conceito foi ampliado
e, atualmente, denomina-se alimento probiético aquele que contém microrganismos
vivos que, ingeridos em determinada concentracdo, afetam beneficamente a saude
do consumidor, melhorando seu equilibrio intestinal (BERNET et al. 1993).

Esses sdo microrganismos que, através da fermentacdo, transformam
alguns acucares — especialmente a lactose — em acidos organicos (acidos latico e

aceético). Atualmente, ndo subsiste qualquer duvida acerca do papel que a microflora
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colénica desempenha ao completar a digestdo dos hidratos de carbono através da

fermentacao.

A pronta disponibilidade de antibiéticos, a partir dos anos 50, resultou no uso
difundido deles como agentes terapéuticos e estimulantes de crescimento para
animais (FULLER, 1989). Com o tempo, percebeu-se que antibiéticos, usados
principalmente como promotores de crescimento, estavam causando resisténcia das
bactérias aos antibiéticos quando se fazia necessario tratamento. E mesmo aos
antibioticos usados como agentes terapéuticos podiam causar transtornos

intestinais, desequilibrando sua flora.

7

Hoje, a preocupagdo sobre os efeitos colaterais é clara, e tanto
consumidores como fabricantes estdo procurando alternativas como os produtos
denominados probidtico e também os prebidticos, por ndo determinarem residuos
nos produtos de origem animal e ndo desenvolverem resisténcia as drogas

utilizadas, por serem essencialmente naturais.

Nossos intestinos abrigam mais de 500 espécies diferentes de bactérias,
gue vivem em perfeito equilibrio entre si. Muitas delas produzem enzimas que sao
fundamentais para a nossa saude. Formam um sistema que é vital para o bom
funcionamento do nosso organismo. Geralmente, 0s primeiros géneros e especies
bacterianas que colonizam o trato intestinal persistem ao longo da vida do
hospedeiro, passando a compor a microbiota intestinal. No hospedeiro, estas
bactérias devem encontrar as condi¢des propicias para a colonizacéo e persisténcia,

como temperatura e pH adequados e oferta de nutrientes (MILES, 1993).

2.2 Historico dos probidticos

A historia desses aditivos € conhecida ha centenas de anos, mas somente no
inicio do século passado foi estudada racionalmente e pesquisada com bases
cientificas. O uso de organismos probiéticos surgiu no Oriente Médio, onde médicos
prescreviam iogurtes e outros leites fermentados como terapéutica para afec¢des do

trato gastrintestinal e também como estimulante do apetite.

Lilly e Stillwell (1965) foram os primeiros a utilizar o termo probiético,

verificando a agcao de microrganismos como promotores de crescimento.
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O marco do uso de probiéticos em aves foi dado por pesquisadores
finlandeses (NURNI & RANTALA, 1973). Em seus experimentos, 0s autores
observaram que o conteludo intestinal de aves adultas normais, administrados
oralmente as aves com um dia de idade, alterava sua sensibilidade a infec¢do por
Salmonella spp, prevenindo o estabelecimento desta no intestino. Esta idéia foi
conceituada como "Exclusdo Competitiva", tornando-se conhecida como "conceito

de Nurni".

A década de 70 foi marcada pelo inicio do uso de um probidtico para fim
animal, o Lactobacillus acidophilus. Este fato culminou com a preocupacéo, por parte
das autoridades e 6rgdos de saude animal internacional, com as ra¢fes animais
contendo antibidticos. A preocupacao resultou na interdicdo do uso de algumas
dessas substancias alegando que a eficacia desses componentes poderia ser
diminuida quando utilizados em humanos, se administradas continuamente em
animais. A Unido Européia, em 1997, proibiu o uso de avoparcina e, em 1998, de
bacitracina de zinco, espiramicina, virginiamicina e tilosina. Os produtores europeus
atualmente podem recorrer a apenas quatro promotores de crescimento: monensina,
salinomicina, avilamicina e flavomicina; os dois primeiros sédo iondforos bastante
utilizados como agentes anticoccidianos para aves, restando apenas os dois ultimos

como promotores de crescimento para frangos de corte e outras aves.

2.3 Microflora intestinal

As aves representam um excelente exemplo deste fendmeno, pois o
ovo é retirado da mée e eclodido em uma incubadora limpa, ndo havendo, portanto,
0 contato com a galinha. Assim, o pintinho recém eclodido adquire parcialmente sua
microflora através do ambiente do incubatério, enquanto que as aves silvestres
obtém as bactérias benéficas logo ap6s o nascimento via bico, papo ou excremento
das maes. Os pintinhos provenientes de incubadoras comerciais ndo tém esta
oportunidade e ficam susceptiveis a todo tipo de contaminacdo microbiana,
geralmente patogénica. De acordo com Mead (2000), nas condi¢cfes citadas acima,
uma populacdo bacteriana similar a do adulto estd presente em duas semanas no

intestino delgado e em cerca de 30 dias no ceco, em nivel superior ao que ocorreria
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em condi¢des naturais. O fornecimento imediato de microrganismos vivos favorece a
formacdo de uma microbiota saudavel e equilibrada.

Gedek (1986) relatou que existe uma microflora natural no trato gastrintestinal de
dificil definicdo e composta de aproximadamente 400 espécies em equilibrio entre si
e com o hospedeiro. A presenca dessa flora intestinal normal, em equilibrio, é tdo
necessaria quanto benéfica para o bem estar do animal. Estima-se que 90% da
microbiota seja composta por bactérias facultativas (aerdbicas/anaerdbicas) e
produtoras de &cido lactico (Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp), incluidas as
bactérias exclusivamente aerdbicas como os Bacterioides spp, Fusobacterium spp e
Eubacterium spp. Os 10% restantes desta flora sdo constituidos de bactérias
consideradas nocivas ao hospedeiro, entre estas, a Escherichia coli, Escherichia
enterococci, Clostridium spp, Staphylococcus spp, Pseudomonas spp, Blastomyces
spp. O desequilibrio, em favor das bactérias indesejaveis, resulta em infeccéo

intestinal severa que, muitas vezes, pode ser fatal.

2.4 Composicao dos probioticos

Quase todo probidtico, atualmente no mercado, é formado por lactobacilos
e/lou estreptococos e, ainda, bifidobactérias, que exercem acdo estritamente
benéfica ao hospedeiro.

Sdo descritos varios métodos de tratamentos utilizando-se probidticos,
podendo eles ser reproduzidos na forma de capsulas, pasta, pdé ou granulos, que
podem ser usados para dosar diretamente o animal ou incluidos na sua alimentacao.

A via de administracdo dos probidticos determina uma melhor ou pior
capacidade de colonizacéo intestinal pelas bactérias presentes no produto utilizado.

Em se tratando de animais, a administracdo pode ser feita diretamente na
racdo, adicdo a agua de bebida, pulverizacdo sobre os mesmos e, em se tratando
de aves, inoculacéo via cloaca ou em ovos embrionados, através da cama usada e
via intra-esofagiana (ANDREOTTI FILHO et al., 1997; SCHNEITZ, 1992; ZIPRIN et
al., 1993).

No trato de humanos, o mais comum € que o probidtico seja incluido a sua
alimentacdo, suplementando os alimentos como os iogurtes, bebidas lacteas,

produtos carneos etc.
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Alheia a qualquer uma das vias de administracdo propostas ha a indicacao
de que os probidticos devam ser utilizados o mais precocemente possivel, a fim de
qgue as bactérias presentes no produto colonizem e se multipliquem no trato
intestinal, iniciando suas atividades benéficas ao hospedeiro antes deste ser
contaminado por algum patdgeno. Cite-se o aleitamento materno, onde recém-
nascidos amamentados com o leite da mée possuem maiores defesas do que os
nao-amamentados.

Esta afirmacdo se confirma através da publicacdo de Meyer (2001), que
conclui em seu trabalho que a adicdo de probidtico foi benéfico no desempenho de
bezerros (as) aleitados (as) com sucedaneo iniciado aos 03 dias de vida. A adi¢ao
de probidtico ao leite integral ou ao sucedaneo iniciado aos 15 dias de vida nao
apresentou efeitos, ndo sendo recomendada a sua prética.

Embora as bactérias lacticas tenham sido isoladas na microflora de todas as
porcdes do trato intestinal humano, o ileo terminal e o cllon parecem ser os locais
ou “nichos” preferenciais de colonizagdo. Administrados oralmente, os organismos
probidticos ndo podem afetar o ambiente no intestino, a menos que sua populagcéo
atinja em certo niumero minimo que nao foi determinado exatamente, mas que se

situa, provavelmente, entre 10° e 10° UFC/g do contetdo intestinal.

2.5 Mecanismos de acdo dos probidticos

O mecanismo ou mecanismos de como agem o0s probidticos ndo estdo
inteiramente elucidados. Especula-se que um ou mais processos, associados ou
nao, alterariam a atividade e a composicao bacteriana intestinal. O equilibrio entre os
diferentes componentes da microbiota intestinal parece ser fundamental para o
funcionamento normal e saudavel da funcao digestiva e geral do hospedeiro. A alta
incidéncia e 0 constante estresse a que estdo expostas as aves em condicbes
normais de criacdo, invariavelmente, podem alterar o equilibrio intestinal e predispor
as aves a diversas infec¢fes, além de reduzir os indices de produtividade.

O meio de atuacdo dos probiéticos no organismo se refere principalmente a
inibicdo que estes exercem na colonizacdo do intestino por bactérias patogénicas.
Os mecanismos através dos quais os probidticos reduzem as bactérias ou bactérias

patogénicas seriam: produgdo de substancias bactericidas, competicdo por
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nutrientes, alteracdo do metabolismo microbiano, estimulagdo do sistema

imunoldgico, competicdo por sitios de ligacédo e exclusdo competitiva.

2.6 Requisitos necessarios para um probidtico

e Ter capacidade de se adaptar ao intestino do hospedeiro;
e Sobreviver a passagem pelo trato intestinal;

e Ter capacidade de se estabelecer no intestino delgado;
e Nao deteriorar os alimentos que lhes servirdo de veiculo;
e Nao apresentar patogenecidade;

e Ser Gram positivo;

e Ser produtor de acido resistente;

e Deve apresentar especificidade ao hospedeiro;

e Apresentar excrecdo de fator anti E coli;

e Ser resistente a bile;

e Ser viavel e estavel.

Atualmente existem diversos probidticos sendo comercializados no Brasil,
contemplando diversas espécies animais. Ha expectativa de que este mercado se
amplie, a medida que mais e mais empresas e técnicos percebam a viabilidade
deste tipo de produto, especialmente na avicultura.

Héa dois aspectos extremamente importante e positivo no uso dos probiédticos
na avicultura, ou seja, aquele que determina melhores indices zooeconémicos, como
aumento no ganho de peso e melhor conversdo alimentar em frangos de corte e
incremento da producéo de ovos em poedeiras (TORTUERO, 1973; JIN et al., 1998;
ABDULRAHIM et al., 1996) e a reducao da colonizagédo intestinal por alguns
patdégenos, incluindo-se Salmonella spp. (ANDREATTI FILHO et al., 1997, 1999;
CORRIER et al., 1990; NURMI e RANTALA, 1973; SCHENEITZ, 1992; STAVRICK
etal., 1992; ZIPRIN et al., 1993).

Utilizando o conteudo total de cecos provenientes de aves adultas, Corrier
(1991), em um cléssico trabalho sobre a acdo das culturas cecais, demonstraram
claramente que misturas indefinidas de bactérias cecais promoveram a reducédo da
colonizacéo ou invasao de 6érgaos por Salmonella Enteritidis em aves. Neste mesmo

trabalho verifica-se que a adicdo de lactose a racdo, funcionando como um
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prebioticos, incrementa a reducdo da colonizagdo por Salmonella Enteritidis, o que
ocorre quando o carboidrato € administrado isoladamente.

Uma das formas mais frequientes de disseminacéo das infec¢Bes paratiféides
determinadas por Salmonella spp. e através das fezes. Devido a este aspecto €
fundamental minimizar a disseminacao desta bactéria através da excrecao via fezes.
Andreatti Filho et al. (1997, 1999) demonstraram que o0 uso de microbiota cecal
anaerobia reduziu a quantidade de Salmonella Enteritidis nas fezes de aves.

Algumas caracteristicas sao imprescindiveis na composi¢do de um probiotico.
Especialmente se este produto deixe de ser apenas fruto de experiéncias de
laboratoriais e passe a ser comercializado. Fuller (1989) e Gibson e Roberfroid
(1995) nos apresentam as propriedades mais desejaveis de um probiotico, ou seja,
gue este apresente condicdes de ser produzido em larga escala e de maneira viavel,
possa ser estocado e mantenha a sua viabilidade até o momento de uso, tenha
condicOes de permanecer no ecossistema intestinal e, que o hospedeiro animal seja

beneficiado pelo seu uso.

2.7 Estimulo ao sistema imune

As bactérias probidticos tém a capacidade de modulacdo de respostas
imunes sistémicas aumentando o numero e a atividade de células fagociticas do
hospedeiro. Um animal simplesmente ndo consegue sobreviver se ndo desenvolver
uma microbiota intestinal normal. A maior parte deste conhecimento veio de
experimentos com animais desprovidos e criados em condi¢cdes de esterilidade,
chamados de animais axénicos ou gnotobidticos.

Alguns géneros de bactérias intestinais, como o Lactobacillus e o Bifidobacterium
estdo diretamente relacionados com o estimulo da resposta imune por aumento da
producdo de anticorpos, ativacdo de macrofagos, proliferacdo de células T e
producdo de interferon (FULLER e GIBSON, 1997), entre outros. Entretanto, o
verdadeiro mecanismo, pelo qual essas bactérias estimulam o sistema imune, ainda,
permanece com muitos pontos a serem esclarecidos.

O trato intestinal das aves é o0 6rgdo de maior responsabilidade no
desenvolvimento da imunidade geral inespecifica. Diferentemente de todas as outras

espécies animais, as aves nao apresentam linfonodos. Seus o6rgaos linféides,
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espalhados ao longo do trato intestinal, sdo as placas de Peyer, tonsilas cecais e
Bolsa de Fabricius que € uma invaginacdo da parte final do trato digestivo. Estes
tecidos captam antigenos disponibilizados no trato digestivo que estimulam as
células B, precursoras de IgA e células T, colaboradoras das placas de Peyer, para o
desenvolvimento de imunidade geral e inespecifica. Através do estimulo imunoldgico
da mucosa, ha producdo de anticorpos tipo IgA que bloqueiam os receptores e
reduzem o nimero de bactérias patogénicas na luz intestinal (JIN et al.1998).

Além disso, outras acdes benéficas podem ser atribuidas ao uso de
probioticos, como: auxilio na digestdo e absorcdo de nutrientes (envolvimento na
bioquimica intestinal, especialmente em relacdo a acdo sobre os sais biliares);
producdo de nutrientes para células da mucosa intestinal; reducdo da producéo de
amoniaco e auxilio na eliminacdo de aminas biogénicas téxicas; producdo de
vitaminas do grupo B; melhoria da absor¢cdo de minerais; protegem os vilos e as
superficies absortivas contra toxinas irritantes produzidas pelos microrganismos
patogénicos, permitindo assim, a regeneracdo da mucosa intestinal lesada; e
restauracdo da microbiota intestinal apds antibioticoterapia.

A avicultura comercial tem como objetivo obter alta produtividade a baixo
custo e oferecer ao consumidor um produto de qualidade. Entretanto, para obtencao
da alta produtividade alguns aditivos alimentares tém sido usados como promotores
de crescimento, entre eles, os antibidticos. A utilizacao rotineira e indiscriminada dos
antibioticos tem levado ao aparecimento de populacdes bacterianas resistentes
(FULLER, 1989), levando ao desequilibrio na simbiose entre microrganismos a
patogénicos e o animal.

A pesquisa tem procurado desenvolver produtos que possam ser utilizados
como substitutivos aos antibiéticos promotores de crescimento. Entre as alternativas
destacam-se os probiéticos, os quais sao produtos constituidos por microrganismos
vivos que afetam beneficamente o animal hospedeiro, promovendo o equilibrio da
microbiota intestinal (FULLER, 1989), de forma que os antibiéticos possam ser
utilizados quando realmente necessarios.

A utilizacdo de probidticos como promotor de crescimento pode proporcionar
maior ganho de peso, melhor conversao alimentar, maior rendimento de carcaca
(BERTECHINI, HOSSAIN, 1993; WOLKE et al., 1996; JIN et al., 1998), porém nem
sempre sdo observados efeitos benéficos com a sua utilizacdo (CAVALCANTI et al.,
1996; HENRIQUE et al., 1998). Fatores como, idade do animal, tipo de probiéticos,
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viabilidade dos microrganismos no momento de serem agregados as racoes,
condicbes de armazenamento, condicdes de manejo (minimo estresse) e sanidade
podem afetar a eficacia dos probioticos.

Maruta (1993) observou aumento na quantidade de carne na carcaga,
aumento da musculatura peitoral, diminuicdo da gordura abdominal, e diminuicdo do
odor caracteristico da carne de frango ao utilizar probidticos, mesmo contendo
apenas uma cepa bacteriana. O autor observou que as fémeas ndo apresentaram
resultados favoraveis quanto ao uso ou ndo de probidticos na dieta. Para os
machos, mesmo com a aplicacdo do produto apenas sete dias antes do abate, seu
uso foi suficiente para permitir aumento na quantidade de carne e diminuicdo de
gordura abdominal. Citou que com a administragcdo de probidticos no periodo do
crescimento, ao abate observaram-se resultados favoraveis para machos e fémeas
quanto a qualidade da carcaca. Os resultados mostraram que a taxa de abate
também foi superior quando se adicionaram probidticos na racdo. Loddi e outros.
(2000a) encontraram maior rendimento de carcaca para fémeas (69,2%) em relagao
aos machos (68,6%) quando associaram probiéticos com antibiéticos.

A pouca diversidade da microflora intestinal de aves recém nascidas, além de
ser considerada como um fator limitante para a digestdo, também possibilita a
colonizagdo intestinal por patdgeno entéricos. A auséncia de contato com a
microbiota natural logo apds o nascimento pode afetar o desenvolvimento do trato
gastrintestinal (TGI) e, por consequiéncia, prejudicar o crescimento das aves. Assim,
os efeitos negativos desse processo tém sido contornados com 0 uso continuo na
racdo de antibidticos em doses subterapéuticas. Entretanto, no momento, 0 uso
desses produtos esta sendo questionado devido a possivel relacdo deles com a
resisténcia aos antibidticos usados na antibioticoterapia humana. Nesse aspecto,
varias medidas tém sido estudadas para possibilitar o rapido desenvolvimento de
bactérias no trato digestivo benéficas ao hospedeiro. O conceito moderno de
probiéticos foi definido por Fuller (1989) como sendo microorganismos (MO) vivos
que, suplementados constantemente na dieta, afetam beneficamente o organismo
animal, atuando no equilibrio da microbiota intestinal. J& os prebidticos sao
considerados aqueles ingredientes ndo digestiveis que estimulam o crescimento
e/ou a atividade de um limitado nidmero de MO capazes de proporcionar um
ambiente intestinal saudavel ao hospedeiro (GIBSON e ROBERFROID, 1995).

Carboidratos nado digestiveis, como parede celular de plantas e leveduras, sdo
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classificados nesse grupo, pois sdo constituidos de complexo de
glicomanonoproteinas, em particular de mananoligossacarideos, capazes de
ligarem-se a fimbria das bactérias e inibir a colonizagdo no TGl. Podem também ser
utilizado como nutrientes pelas bactérias. Alguns autores atribuem aumentos na
retencdo de alguns minerais e a mineraliacdo O0ssea a suplementacdo com
prebioticos Bradley e Savage (1994) e Onifade e outros. (1999). A combinacéo de
probidticos e prebidticos é denominada de simbidtico e constitui um novo conceito na
utilizagcéo de aditivos em dietas para aves.

O uso de enzimas e probidticos na alimentacdo de animais monogastricos
tém despertado o interesse de varios pesquisadores nos ultimos anos. Entretanto,
poucos sdo os estudos relacionados com o efeito do estresse térmico sobre a
atividade de enzimas digestivas de frangos de corte alimentados com dietas
suplementadas com probidticos e enzimas exogenas.

A acédo dos probioticos esta relacionada basicamente a melhoria do estado de
saude do hospedeiro, sendo considerados biorreguladores do trato intestinal, com
acdo preventiva e curativa. O uso de probidticos permite uma colonizacéo rapida e
eficiente de microrganismos da microbiota intestinal. Entretanto, limpeza e técnicas
de desinfeccdo sdo essenciais para Seu SUCESSO hesse processo, uma vez que
qualquer fator que leve ao desequilibrio da microbiota, seja com o uso indevido de
antimicrobianos ou estresse de qualquer natureza, podera permitir a instalacao e
multiplicacdo de microrganismos patogénicos (MILES, 1993). Desta forma, os
probidticos tornam-se uma alternativa eficaz e econdmica em substituicdo aos
antibiéticos, desde que ndo alterem negativamente o desempenho animal (VARGAS
et al., 2000).

As enzimas, em geral, sao utilizadas na alimentacdo animal com a finalidade
de complementar as enzimas que sao produzidas pelo proprio animal em
guantidades insuficientes (amilases e proteases) e fornecer enzimas que eles nao
conseguem sintetizar (celulases). Com isso, se reduz o efeito negativo causado
pelos polissacaridios ndo-amilaceos (PNA's, principais componentes estruturais das
paredes celulares dos cereais) (FISHER et al., 2002). Segundo Choct (2000), os
polissacaridios ndo-amilaceos na dieta de ndo-ruminantes, tém uma atividade
antinutricional, a qual leva a uma pobre utilizacdo de nutrientes. Além disso, a adicao
de enzimas reduz o impacto da variabilidade na capacidade digestiva da ave, tanto

diretamente (através do aumento da capacidade digestiva com a enzima) ou
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indiretamente (pela estabilizacdo da microbiota intestinal). Isso reflete o potencial da
enzima para maximizar a capacidade digestiva dos frangos de corte e, assim, utilizar
forma eficaz os nutrientes (PACK et al., 1998). E de vital importancia a selecio
adequada de uma fonte de enzima e/ou probidtico para se obter éxito com
determinados tipos de dietas. Entretanto, enzimas especificas sdo estritamente
limitadas a sua capacidade catalitica e as condicdes ambientais sob as quais elas
funcionam. Conseqlientemente, 0 sucesso na aplicacdo de tecnologia enzimética
requer o conhecimento dos compostos quimicos a serem hidrolisados e as

condicOes sob as quais as reacdes ocorreram (CLASSEN, 1996).

2.8 Bactérias Laticas

O grupo das bactérias laticas inclui seis géneros de bactérias aciduricas
produtoras de acido latico, Gram-positivas, catalase-negativas e microaerdfilas:
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus e
Enterococcus.

Tomam o0s agucares dos alimentos e os transformam em acido latico,
hidrogénio, anidrido carbénico e energia. Compreendem tanto os bacilos como os
cocos, porém nao tem a propriedade de formar esporos. As culturas laticas tém uma
temperatura de desenvolvimento ideal de 40-42°C (MADRID et al., 1995).

Muitas bactérias patogénicas tém habilidade para aderir fortemente a parede
do intestino das aves, podendo liberar toxinas ou dar inicio a processos
inflamataorios.

Pesquisas tém demonstrado que algumas espécies de Lactobacillus (cultura
probidtica) sdo capazes de competir contra uma série importante de bactérias
patogénicas, como Escherichia coli e Salmonella typhimurium. Esses Lactobacillus
aderem-se fortemente a parede intestinal, inibindo o crescimento de bactérias
indesejaveis com substancias produzidas durante a fermentacdo da lactose a acido
latico (NESTLE, 2000).
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2.9 Salmonella Spp

Na atualidade as salmoneloses ocupam uma das posi¢cdes mais destacadas
no campo da saude publica em todo o mundo, exteriorizando-se pelas suas
caracteristicas de endemicidade, morbidade e, em particular, pela dificuldade de seu
controle. Todo este corolario decorre dos multiplos parametros epidemioldgicos
envolvidos, circunstanciados, principalmente pelas inUmeras fontes de infeccdo e
vias de transmissédo presentes no ciclo (HOFER et al 1998). Sem davida que neste
problema, a salmonelose animal, com énfase para as aves se destaca e, tendo
como vinculo constantes, as racdes e seus ingredientes (EDWARDS; GALTON
1967).

A incidéncia de surtos de Salmonella Enteritidis (SE) em humanos tem
aumentado nos ultimos anos em muitos paises como Estados Unidos, Gra-Bretanha
e outros paises da Europa (SPAKMAN, 1989; BARROW, 1993; TAUXE, 1997). No
Brasil, os surtos por SE nho homem tem aumentado a partir de 1993 (SILVA, 1995;
IRINO et al., 1996; TAUNAY et al., 1996; LIRIO et al., 1998). Grande parte deles tem
sido relacionada com o consumo de ovos ou pratos preparados com o0vOS
(SPACKMAN, 1989; BARROW, 1993; NOORHVIZEN & FRANKENA, 1994; TAUXE,
1997). No Brasil, SE foi detectada pela primeira vez em galinhas, em 1989, quando a
cepa foi isolada de matrizes pesadas jovens que apresentavam sintomas clinicos e
mortalidade por salmonelose (FERREIRA et al., 1990).

A contaminacdo dos ovos por salmonela se da, inicialmente e na maioria das
vezes, através da casca. Tempo e temperatura de armazenagem sao fatores
fundamentais para que as salmonelas passem da superficie da casca para as
estruturas internas do ovo (STALDEMAN, 1986; SILVA, 1995). A desinfec¢cédo e o
resfriamento do ovo logo apds a postura sdo procedimentos adotados em varios
paises como medidas para reduzir a contaminacdo e a multiplicacdo bacteriana
(HAMMACK et al., 1993). Ovos podem também se contaminar via transovariana.
Nesse caso, a contaminacao esta localizada na gema e 0s processos convencionais
de desinfeccdo dos ovos ndo sao eficientes. A clara, em geral, apresenta-se com
baixa contaminacdo por salmonelas, pois ela contém elementos naturais que
dificultam o desenvolvimento bacteriano, como a presenca de enzimas

antibacterianas (lisozima) e a deficiencia em ferro, elemento essencial para a
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multiplicacdo bacteriana, p.ex. Contudo, a manipulacdo da clara no preparo de
determinados pratos pode romper esse equilibrio e favorecer a multiplicacdo de
salmonelas.

No Brasil, poucos séo os levantamentos sobre a presenca de salmonelas em
ovos comerciais (LANGONI et al., 1995). A maioria dos ovos comerciais € produzida
por galinhas mantidas em gaiolas. Uma pequena parte é constituida por ovos de
descarte de incubacdo que sdo produzidos por matrizes em ninhos com cama de
maravalhas. Parte desses ovos, oriundos de reprodutoras, apresenta defeitos na
casca que facilitam a passagem das salmonelas da superficie para suas estruturas
internas aumentando o risco de contaminacao.

Recentemente, a vigilancia sanitaria estabeleceu condutas higiénico-
sanitarias que incluem cuidados de armazenamento e preparacdes de pratos a base
de ovos Entretanto, a legislagdo brasileira ainda ndo prevé a armazenagem, o
transporte e a comercializacdo de ovos de consumo sob refrigeracao.

De acordo com o ICMSF (1996), Salmonella € um género da familia
Enterobacteriaceae, sendo caracterizadas como bactérias Gram-negativas,
anaerobias facultativas na forma de bastonetes. As formas moéveis possuem flagelos
peritriquios. Produzem acido, e as vezes gas a partir da glicose; sdo catalase-
positivas e oxidase-negativas; reduzem os nitratos a nitritos; reacdo de indol
negativa; utilizam o citrato como Unica fonte de carbono; descarboxilam a lisina,
arginina e a ornitina e produzem sulfeto de hidrogénio. A prova do indol é negativa; a
fenilalanina e o triptofano ndo sdo desaminados; a uréia ndo € hidrolizada; néo

produzem lipase e desoxiribonuclese A maioria das Salmonellas sdo moveis.

2.9.1 Fatores que afetam o crescimento, a morte e/ou sobrevivéncia

De acordo com Adams e Moss (1997), a temperatura Otima para o
crescimento deste microrganismo é de 35-37°C, onde a minima é de 5°C podendo
chegar a temperatura maxima de 45°C. O pH 6timo para seu crescimento € 7,0.
Quando os valores extremos para o crescimento sao ultrapassados, pode ocorrer a
morte da Salmonella. A atividade de agua afeta o crescimento deste microrganismo.

A atividade de agua minima para o crescimento do microrganismo é de 0,93. Séo
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destruidas facilmente por desinfetantes comerciais, utilizados na industria de
alimentos. As Salmonella sdo capazes de sobreviver por muito tempo nos alimentos
e outros substratos (ICMSF, 1996).

2.9.2 Fontes de Salmonella

Conforme Frazier e Westhoff (1988) as pessoas e 0s animais sao direta ou
indiretamente a fonte de contaminacdo dos alimentos com Salmonella. Também
podem proceder de gatos, suinos e dos bovinos, ainda que as fontes mais
importantes das Salmonella nos alimentos sdo as aves e 0s ovos e 0s roedores.
Cascas de ovos, ovos liquidos, congelados, sdo fontes importantes de
contaminacdo. Racdes, principalmente aquelas produzidas com subprodutos de
carne e de pescado, podem transmitir Salmonella as aves. Albuquerque (apud
VERDI et al. 2000), referencia a presenca de Salmonella em derivados de vegetais
para a nutricdo animal, fato este, confirmatério do resultado obtido quanto a

presenca desta bactéria no farelo de soja amostrado.

2.9.3 Dose infectante

7z

A dose infecciosa de Salmonella é elevada, 10° (UFC/g ou mL) podendo
variar de acordo com a viruléncia do sorotipo, a sensibilidade do individuo e o
alimento veiculado (ADAMS & MOSS, 1995). Em alguns casos, especialmente
guando o veiculo tem sido a agua ou alimentos gordurosos ou tamponados, nos
alimentos implicados pequenas quantidades de Salmonella tem sido encontradas.
Segundo estudos, o elevado contetdo de gordura de alguns alimentos proporciona
as bactérias certa protecéo frente a acidez do estdbmago, onde pequeno numero de

células poderéd causar infec¢éo a partir desses alimentos.

2.9.4 Salmonella Enteritidis

Em palestra apresentada e publicada nos Anais da Conferéncia APINCO de

Ciéncia e Tecnologia Avicolas de 1991 (SILVA, 1991), foi feita a seguinte colocacao
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"O recente isolamento de Salmonella Enteritidis (SE) de pintos com sinais clinicos e
mortalidade realizado por grupo de pesquisadores da Universidade de Sao Paulo -
USP (FERREIRA et al. 1990) representa o primeiro relato do problema em aves no
Brasil e ndo h& razfes para que se pense que sua ocorréncia esteja restrita a este
anico surto”. Naguele momento, salmonelose humana por SE vinha sendo descrita
como um grave e crescente problema em varios paises de avicultura desenvolvida,
particularmente nos Estados Unidos (EUA) e Unido Européia (BARROW, 1993;
HUMPHREY, 1990), com os quais o Brasil vinha mantendo forte intercAmbio
comercial na compra de material genético. Os surtos, nesses paises, estavam
estreitamente relacionados com o consumo de produtos avicolas contaminados.
Como a SE pode ser transmitida verticalmente da galinha a sua progénie, era
previsivel, portanto, que o problema pudesse chegar ao Brasil via aquisicdo de
material contaminado. Era também possivel que o problema pudesse atingir
proporcdes maiores que as observadas nos paises de primeiro mundo, caso
enérgicas medidas ndo fossem adotadas. Entretanto, naquele momento, o problema
ja estava instalado no Brasil, restando, apenas, combaté-lo e evitar novas

introducdes.

2.9.5 Salmonella Enteritidis no Brasil

O enorme sucesso comparativo da avicultura brasileira dentro das cadeias
agro-alimentares, destacada pelo correspondente especial da Revista "Feeding
Times (1998)" como a mais eficiente do mundo, com indices de crescimento entre 5
e 10%, continua até hoje. Os dados de 2001 ratificam esta assertiva: a producéo de
carne de frango 2001/2000 cresceu 9,75% e o alojamento de pintos de corte 6,74%
(APINCO, 2002).

As consequéncias sanitarias mais visiveis desse processo, particularmente
guanto a SE, sao as seguintes:

» Maior pressao para a manutencao de lotes de galinhas reprodutoras positivos para
SE e ndo eliminacdo dos mesmos;

» Maior aproveitamento de ovos improprios para incubagdo oriundos de lotes de
reprodutoras positivos para SE, incubacdo de ovos sujos de cama ou de ma

qualidade da casca,;
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» Maior uso de antibiéticos no controle da infeccdo por SE em aves, em todas as
fases — de pintos no incubatério a reprodutoras em producdo — com o intuito de
minimizar as perdas e mascarar a infecgéo;

* Reducao nas exigéncias sanitarias na compra de reprodutoras e sua progénie,
aceitando-se lotes positivos para SE;

* Busca da otimizacdo econémica dos incubatério com locacdo de espaco de
incubagdo, compra e carregamento de ovos de varias procedéncias, sem controles
sanitarios satisfatorios e adequados;

* Busca da otimizacdo dos abatedouros avicolas com extensdo de turnos de
trabalho, sobrecarregando graxarias, quebrando regras sanitarias e favorecendo
contamina¢gfes cruzadas de matérias primas que sdo recicladas nas racgles

avicolas.

2.9.6 Salmonella Enteritidis em produtos avicolas

Uma grande incidéncia de surtos humanos causados pelo sorovar Enteritidis
nos EUA, Gra-Bretanha e outros paises da Europa a partir de 1980 chamou a
atencao para fontes comuns da infec¢cdo (CENTER FOR DISEASE CONTROL 1990,
1992, 1993). As investigacfes epidemioldgicas identificaram o consumo de ovos ou
alimentos contendo ovos como responsaveis pela maioria dos surtos devido a
fagotipos (FT) especificos de SE; FT-4 nos paises europeus e, FT-8 e FT-13a, nos
EUA (COWDEN et al., 1989; PERALES; AUDICANA, 1989; ST. LOUIS et al., 1988).
As reacdes iniciais sobre a associacdo de infeccdes humanas por SE com o
consumo de ovos e seus produtos foram de descrédito. Posteriormente, estudos
epidemiologicos comprovaram a veracidade do ovo como veiculo nesses paises
(ZEIDLER, 1996) e a informacao foi divulgada com grande alarde, causando,
inclusive, grandes prejuizos aos produtores de ovos. Em varios paises de avicultura
desenvolvida o problema foi atacado de frente e, apds erros e acertos, a situacao
vem melhorando tanto em nivel de avicultura como de salde publica, mas sempre

com programas complexos e custos elevados.
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2.9.7 A evolucéao do problema Salmonella Enteritidis em aves no Brasil

Como mencionado anteriormente, o primeiro relato da ocorréncia de SE em
aves foi realizado por pesquisadores da USP em 1990 (FERREIRA et al., 1990).

Até entdo, a identificacdo de SE pelos dois principais centros de sorotipagem
de salmonelas do pais era muito baixa. Levantamento feito entre 1970 e 1990 no
Instituto Adolfo Lutz (IAL) de S&o Paulo (TAUNAY et al., 1996) mostrou que SE foi
caracterizado em apenas 0,37% das 28.658 amostras de fontes humanas e 0,85%
das 14.345 amostras ndo-humanas. A continuidade dos estudos entre os anos de
1991 e 1995, com amostras do mesmo Instituto (TAVECHIO et al., 1996), mostrou
uma completa reversdo do quadro. Foram estudadas 5.490 amostras de salmonelas
de origem humana e ndo-humana. No periodo entre 1991 e 1995, SE passou de
1,2% para 64,9% entre as amostras humanas e de zero para 40,7% para as
amostras ndo-humanas, com grande aumento a partir de 1993, particularmente em
ovos, aves (matrizes) e amostras do meio ambiente. Levantamento realizado no
periodo anterior a 1991, feito em amostras isoladas de matérias primas e racdo para
aves entre 1976 e 1991 pelo setor de Enterobactérias do Instituto Oswaldo Cruz
(FioCruz) do Rio de janeiro (HOFER et al., 1998), mostrou a presenca de apenas
0,8% de SE entre as 2.293 amostras de salmonelas identificadas pelo A
fagotipagem de cepas de SE, utilizando padrdes de lise obtidos com um conjunto
definido de bacteri6fagos, tem sido avaliada como potencial marcador
epidemioldgico. Estudo epidemioldgico utilizando a fagotipagem feito com as cepas
de SE identificadas pelo IAL mostrou que, até 1992, elas eram predominantemente
pertencentes ao Fagotipo 8 (FT-8). Nos anos seguintes, 1993 a 1995, as amostras
de SE passaram a ser quase que exclusivamente do FT-4, conforme (IRINO et al.,
1996).

Estudos mais detalhados de 282 amostras de SE isoladas de aves entre 1995
e 1996, usando fagotipagem e epidemiologia molecular baseadas na sonda
complementar ao rRNA mostraram que as cepas estudadas tiveram varias origens
ou introducdo em varios periodos diferentes no sistema avicola brasileiro (NUNES,
1999).
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Os dados anteriores e varios outros sdo fortes indicios da entrada de SE no
Brasil via importacdo de material genético avicola contaminado (IRINO et al., 1996;
SILVA, 1997; TAVECHIO et al. 1996). Esse fato deve ter ocorrido no final da década
de 80. Se estas informagfes fossem totalmente confirmadas, poderiamos afirmar
que as primeiras cepas de SE foram introduzidas dos EUA, rapidamente seguidas

por cepas européias.

A ocorréncia de salmonelas em granjas sempre foi muito comum. Em 1993,
foi realizado um vasto levantamento durante 10 semanas consecutivas, colhendo-se
amostras de varios segmentos de uma integracdo de frangos de corte, como:
farinhas da graxaria do abatedouro, agua de escalda e resfriamento, carcaca de
frangos, camas e ragdes de frangos e matrizes (SILVA; BOSQUIROLI, 1996). Foram
isoladas 520 cepas de Salmonella sp. pertencentes a 22 diferentes sorovares,
nenhum deles pertencentes ao sorovar Enteritidis. Os sorovares mais isolados foram
Havana (23,7%), Senftenberg (9,6%), Schwarzengrund (7,7%), Montivideo (7,5%) e,
Typhimurium o quinto mais isolado com 6,9%.

JA em 1997, SE era isolada com grande facilidade de material avicola.
Zancan e outros. (2000) observou alta freqiéncia de salmonelas em forro de caixa
de entrega de pintos, 83% e 50% para as amostras de matrizes pesadas e
poedeiras, respectivamente. No periodo dos exames (1997), 40% das 10 amostras

de caixa de poedeiras continham o sorovar Enteritidis.

Salmonella Enteritidis ndo € um sorovar novo em aves. Depois de Pullorum e
Gallinarum, ele foi, ao lado de Typhimurium, o mais importante causador de
infeccbes paratifdides em aves nos EUA (Gast, 1997). SE pode ser isolada em
pequeno numero de aves normais, em infeccbes extra-intestinais. Ele foi isolado de
ovario e peritbneo em menos que 2%, tanto de reprodutoras reagentes positivas no
teste de pulorose (SNOEYENBOS et al, 1969), como de descarte de poedeiras
comerciais (BARNHART et al., 1991; EBEL et al., 1992; WALTMAN et al., 1992).

As primeiras detec¢des de SE em matrizes no Brasil ocorreram entre 1993 e
1994 e eram feitas em aves reagentes no teste de pulorose enviadas para exames
bacteriol6gicos laboratoriais. Normalmente, eram aves adultas apds o pico de
postura. Também, ou simultaneamente, compradores de pintos (matrizes e
comerciais) comecaram a receber diagnoéstico positivo para SE de materiais

enviados para monitoria bacterioldgica.
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Em 1995, o Ministério da Agricultura refor¢ou a legislacdo de controle de SE
nas granjas avicolas, enfatizando o Programa Nacional de Sanidade Avicola
(BRASIL, 1995). Entretanto, sua operacionalizacdo tem ficado muito aquém do
desejado.

Salmonella Enteritidis predominou entre todos os sorovares isolados entre
1994 e 1999 pelo Laboratério de Ornitopatologia da FMVZ de Botucatu, SP.
(ANDREATTI FILHO et al.,, 2001). Ele correspondeu a 75,6% dos 45 sorovares
isolados de aves no periodo.

Salmonella Enteritidis esteve, também, como o sorovar mais prevalente em
todos os anos no periodo de 1997 a 2001, em material de galinha recebido por
laboratorio de diagndstico avicola (SILVA & SAVANO, 2002). Ele correspondeu a
82,4% dos 376 isolamentos de salmonelas realizados no periodo. SE foi isolado,
predominantemente, de ovos bicados e pintos de corte, e também de material de
matriz de corte, avos de corte, postura comercial e matriz de postura. E interessante
observar que o sorovar Pullorum foi 0 segundo mais isolado nesse levantamento: 22
isolamentos entre as 376 cepas identificadas. Curiosamente, todos pertenciam a
uma mesma variante bioquimica (ornitina negativa), fazendo com que os laboratérios
de referéncia reportassem como Salmonella imovel O:9,12:-;- ornitina negativa e ndo
como Pullorum. E provavel que se trata de uma marca epidemiolégica e uma Unica

origem dessa variante.

2.9.8 Salmonella Enteritidis em ra¢gdes avicolas e roedores

Na transmissao horizontal das salmonelas as aves se infectam pela via oral e
tem sido grande a especulacdo de que seu alimento funcione como importante
veiculo de contaminacdo. As racdes e suas matérias primas, principalmente as de
origem animal, apresentam, quase sempre, altas taxas de contaminacdo por
Salmonella sp. Entretanto, em praticamente todos os levantamentos realizados, néo
h& a ocorréncia dos sorovares adaptados as aves como Pullorum, Gallinarum e, nem
Enteritidis (ANDREATTI FILHO, 2001; BERCHIERI et al., 1984, 1989, 1993; HOFER
et al. 1997, 1998; MIRANDA et al., 1978; SILVA et al., 1973; SILVA; SAVANO,
2002). Quando esses sorovares aparecem nos isolamentos de racfes, acreditamos

estar relacionado a uma falha na identificagdo da origem do material. Assim,
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nenhuma ligacdo convincente tem sido estabelecida entre a infeccdo de um lote de
aves por SE e o consumo de racdo contaminada. Mesmo assim, as matérias primas
de origem animal tém sido retiradas das formulacdes de ragbes como forma de
controle de SE ou as mesmas tém sofrido processos de peletizacdo e tratamentos
quimicos. Convém salientar que esses processos reduzem, mas nao eliminam a

contaminacdo das racdes.

Assim, na epidemiologia da SE em granjas, a compra de aves livres tem um
papel preponderante e fundamental. Outro aspecto que deve ser salientado é a
contaminagdo ambiental. Aves positivas eliminam SE pelas fezes e estas
contaminam o ambiente. As salmonelas podem permanecer por longo periodo de
tempo em um galpdo despovoado, embora ndo apresentem formas de resisténcia.
Ratos de granjas contaminadas podem se tornar portadores de SE e eliminar,
também, o agente pelas fezes por longo periodo de tempo - mais de 10 meses
(ECKROADE et al.,, 1992; HENZLER & OPITZ 1992). Quanto aos ratos, ha uma
proposta de que eles seriam 0s responsaveis pela pandemia de SE (RIEMANN et
al., 2000). Esses autores acreditam que a pratica de controlar ratos com rodenticidas
a base de SE - pratica esta extensivamente usada nos EUA em 1895 (ROSENAU,
1910) e banida em 1920 - continuou sendo usada em Vvarios paises, inclusive em
Cuba, até a década de 90 (FRIEDMAN et al., 1996). Cepas de SE mais virulentas
teriam se adaptado aos ratos e esses as introduziram nos ambientes avicolas.
Estudos epidemioldgicos mais recentes ndo tém confirmado esta hipotese (RABSCH
et al., 2001). Portanto, limpeza, desinfec¢cdo ambiental, vazio sanitario e combate a
roedores sdo partes importantes no controle e erradicagdo da SE de granjas

avicolas.

2.9.9 Dificuldades associadas a erradicacdo de Salmonella Enteritidis em aves

no Brasil

Podem-se apontar varias dificuldades associadas a erradicacdo de SE das

granjas avicolas no Brasil:
A ocorréncia de SE tem pouco ou nenhum impacto na produtividade das granjas;

» Os programas de controle e erradicacdo sao complexos e de custo elevado;
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» Ha pouca consciéncia de que a erradicacdo de SE das granjas causara reducéo

nos surtos humanos;

» Grande dificuldade dos organismos oficiais na operacionalizacédo dos programas de

controle e erradicacao.

2.10 Salmonella Enteritidis em alimentos e surtos de infec¢c&do alimentar no

Brasil

O Codex Alimentarius recomenda a auséncia de qualquer sorovar de
Salmonella em 25 gramas da amostra analisada, incluindo carne de aves e ovos. Os
alimentos de origem animal continuam a ser 0s principais responsaveis pela infec¢ao
humana, entre eles a carne de aves, ovos e derivados. Num esforco para conter o
aumento de contaminacdo de produtos avicolas, o governo dos EUA estabeleceu
mega-regras para implementacao em quatro anos, a partir de janeiro de 1998, pelas
quais se aceita a presenca de até 20% das carcacas de frangos contaminadas.
Acima desse indice, o abatedouro pode ser até fechado (USDA, 1998).

No passado, os alimentos contendo ovos ja foram os principais causadores
de salmonelose nos EUA. Alteragcdes na legislacdo e na indudstria avicola
praticamente eliminaram as salmoneloses associadas com o consumo de ovos e
derivados nas décadas de 70 e 80. Entre as medidas, estava a coleta varias vezes
ao dia e o resfriamento imediato dos ovos numa temperatura abaixo de 8°C,
preferencialmente a 4°C, e utilizacdo de embalagem, permitindo espacamento e boa
ventilacdo para os ovos. Aparentemente, essas medidas ndo tém surtido efeito no
controle dos surtos por SE, que segue sendo uma das principais causas de

toxinfecgbes alimentares em todo o mundo.

Os custos médicos e as perdas de produtividade devido as infeccdes por
salmonelas nos EUA, estimados em um bilhdo de ddlares em 1987 (ROBERTS,
2000), pularam para quatro bilhdes em 1994, sendo a SE o principal agente
causador. E, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, os EUA tém a menor
incidéncia de SE entre os paises desenvolvidos (ZEIDLER, 1996). Na Holanda, os
custos recentes das salmoneloses humanas causadas por SE foram estimados em
FI$79,5 milhdes de Florins anualmente (NOTERMANS et al., 1996).
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A primeira forte evidéncia do envolvimento de SE com infeccéo originada do
consumo de alimentos preparados com ovos ocorreu em um grande surto em 1986,
nos EUA, envolvendo massa comercial congelada (POTTER, 1987). Esta massa foi
recheada com uma mistura de queijo, condimentos esterilizados e ovos crus. O
levantamento epidemiolégico levou ao isolamento de SE de varias amostras
oriundas de granjas que forneceram ovos, além de outras espécies de salmonela.
Dai para frente, inimeros estudos vincularam os surtos de salmonelose por SE com
0 ovo tipo A, consumido mal cozido ou cru (Center for Disease Control, 1990, 1991,
1993).

No Brasil, até o inicio de 1990, a SE era apenas mais uma salmonela
raramente encontrada em infegcbes humanas (TAUNAY et al., 1996). Entre 1975 e
1992, o FT-8 de SE era o mais prevalente (81% das cepas de SE) nas amostras de
fontes humanas e nao-humanas. A partir de 1993, houve uma explosdo da
ocorréncia de SE tanto de fontes humanas como nao-humanas (TAVECHIO et al.,
1996). Nos anos de 1994 e 1995, foram identificadas 467 cepas de SE com uma
total predominancia do FT-4, conforme (IRINO et al. 1996). A SE passou a
corresponder a mais de 60% dos sorovares isolados pelo IAL. Havia uma perfeita
sintonia entre os fagotipos encontrados nas infeccbes humanas e aqueles isolados
de fontes ndo humanas. Aqui, também eram os produtos avicolas os mais
contaminados por SE (IRINO et al., 1996; TAVECHIO et al., 1996).

Em anadlise dos alimentos destinados a merenda escolar comprados pela
Prefeitura da cidade de Séao Paulo entre 1992 e 1996, 76,4% das amostras positivas
para salmonelas eram obtidas de frangos. SE correspondeu a 70,6% das
salmonelas isoladas. A percentagem de SE aumentou para 81,4% em 1997,
segundo Lirio e outros. 1998.

A analise de 150 carcacas de frangos congeladas de quatro marcas obtidas
no comeércio varejista de Jaboticabal, SP, durante 1996 e 1997, revelou a presenca
de salmonelas em 32% das amostras analisadas. Delas, 60,4% pertenciam ao
sorovar Enteritidis (SANTOS et al., 2000). No artigo publicado em 2000, Fuzihara e
outros encontraram salmonelas em 42% das amostras de carcacas de frangos
oriundas de 60 pequenos abatedouros da cidade de Mauda, SP, onde 30% dos
sorovares identificados pertenciam ao sorovar SE. Nessa mesma época, Oliveira e

Silva (2000) encontraram, praticamente, 10% das amostras de ovos de galinha
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obtidos no comércio varejista de Campinas, SP, no periodo de janeiro a margco de
1995, positivos para SE.

Embora as carcacgas de frangos apresentem altas taxas de contaminacéo por
SE, séo o0s ovos e seus derivados 0s principais responsaveis pelos surtos humanos.
Em praticamente todos os surtos por SE no Brasil com a caracterizacdo da origem,
ovos e derivados estavam envolvidos com os mesmos (ARAUJO et al., 1995;
JACQUELINE et al., 1998; KAKU et al., 1995).

Num extenso estudo de 115 surtos alimentares por SE ocorridos na regido de
Campinas, SP, que engloba 87 municipios, Simdes e outros (2001) mostraram que
ovos, seus derivados e pratos contendo os mesmos mal cozidos foram os principais
responsaveis pelos surtos, destacando a maionese caseira, com 57% dos casos,
seguido pela cobertura de bolos, com 15%. Nesse estudo, 807 pessoas ficaram
doentes, com 5 6bitos. Esses sdo apenas os surtos atendidos pelo Sistema Unico de
Saude (SUS), através de encaminhamento da Vigilancia Sanitaria dos respectivos
municipios. Muitos desses casos correspondiam a infec¢des extra-intestinais e

requeriam medicacao antimicrobiana (antibioticos) no seu tratamento.

2.10.1 Resisténcia antimicrobiana em amostras de Salmonella Enteritidis

A infeccdo humana por SE através do consumo de alimentos de origem
animal contaminados, particularmente ovos e seus derivados, € um grave problema
de saude publica, como jA mencionado anteriormente. O problema humano se
agrava quando a cepa de SE apresenta resisténcia as drogas de eleicdo para o seu
tratamento. HA consenso em varios paises que o uso indiscriminado de antibiético
na producdo animal € uma das causas do aumento da resisténcia antimicrobiana. O
uso de antimicrobianos pode selecionar bactérias resistentes no ecossistema de
uso. Patdégenos humanos e genes de resisténcia podem passar entre humanos,
animais e outros ecossistemas, via contato com animais ou através do consumo de
alimento ou agua contaminada (KELLEY et al., 1998). Tem sido uma recomendacao
da Organizacdo Mundial de Saude o controle e a restricdio do uso de
antimicrobianos na producao animal (WHO, 2001).

Coincidentemente, houve o desenvolvimento das fluorquinolonas no mesmo

periodo do agravamento dos surtos por SE em animais e no homem. Em varios
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paises, as quinolonas foram, e ainda séo, extensivamente utilizadas no tratamento
de lotes de aves infectadas por SE (WHO, 1998). Anteriormente, a medicacdo
tradicional envolvia o uso, via agua ou racdo, de nitrofurazona, furazolidona
novobiocina e as tetraciclinas.

No Brasil, as tetraciclinas, penicilinas, cloranfenicol, sulfonamidas,
furazolidona, nitrofurazona e avoparcina foram banidas em 1998 como aditivos
alimentares em ra¢Bes animais. Contudo, véarias outras drogas seguem sendo
permitidas: 3-nitro, &cido arsanilico, avilamicina, sulfato de colistina, enramicina,
flavomicina, lincomicina, nitrovin, olaquindox, espiramicina, sulfato de tilosina,
virginiamicina e bacitracina de zinco.

O extensivo uso das quinolonas em aves tem sido facilitado por uma
legislac@o de prescricdo muito flexivel, pelo aparecimento dos geneéricos para uso
em racao e agua com custo muito mais baixo que 0s primeiros produtos aprovados
e, sem davida, pela sua eficacia contra as salmonelas.

Felizmente, os dados tém demonstrado que a maioria das cepas de SE
isoladas de fontes nao-humanas no Brasil entre 1995 e 2000 apresentam alta
sensibilidade aos antibioticos testados. O exame de 282 cepas de SE isoladas de
fontes humanas, alimentos, racfes, aves e suinos entre 1995-96 revelaram baixa
resisténcia; menos que 2,1% das cepas foram resistentes a uma Unica droga,
conforme (NUNES, 1999). Resultados similares foram encontrados em cepas de SE
isoladas de amostras de carcacas de frangos de 60 abatedouros da cidade de Séo
Paulo, dois anos mais tarde, mesmo para as tetraciclinas — um dos mais antigos
antimicrobianos usados para tratamento e como promotor de crescimento
(FUZIHARA, 2001). Dados mais recentes ja mostram um possivel aumento da
resisténcia. Na analise do perfil de resisténcia de 195 amostras de SE de origem
humana e ndo-humana, isoladas entre 1996 e 1999, frente a 19 agentes
antimicrobianos, verificou-se resisténcia em 63,5% das cepas com a maioria delas
resistente a apenas um ou dois antimicrobianos. Entretanto, observou-se, também,
algumas cepas multirresistentes para de trés até sete antibiéticos, principalmente
nas amostras de origem humana (TAVECHIO et al., 1999). Entretanto, quando foram
examinadas amostras de salmonelas recebidas pelo Centro de Referéncia Nacional
do MS/MARA entre 1998-1999, provenientes de varios estados, observou-se
resisténcia a tetraciclinas em 59,6% delas. Do total de 428 amostras examinadas,

55,8% eram SE e todas de origem animal. A resisténcia observada estava
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associada, principalmente, as SE isoladas nos estados de SC e PR (VITAL BRASIL
et al., 1999).

As cinco cepas de SE envolvidas em surto alimentar no Noroeste do estado
de Sao Paulo foram sensiveis a todos 0s agentes antimicrobianos testados (KAKU et
al., 1995).

Quando 29 cepas de SE isoladas de carcacas de frango foram submetidas a
teste frente a 12 antimicrobianos, 76% e 100% foram resistentes a cefalotina e
ampicilina, respectivamente (SANTOS et al., 2000).

Na analise de resisténcia a drogas de SE isoladas de 30 casos de criancas de
Zero a cinco anos, internadas em hospitais do municipio de Sao Paulo com quadros
de doencas extra-intestinais como meningite e septicemia, observou-se que todas
pertenciam a um mesmo ribotipo e 83,3% delas eram resistentes de um até sete dos
antimicrobianos testados (FERNANDES, et al. 1999). Estes dados, juntamente com
os de Tavechio e outros (1999), sugerem que 0s genes de resisténcia a drogas
podem estar associados a viruléncia ou, pelo menos, as cepas humanas apresentam
um perfil de resisténcia mais elevado do que aquele encontrado nas amostras nao-
humanas, o que torna a situacdo ainda mais preocupante do ponto de vista de
saude publica.

Cepas de SE podem desenvolver resisténcia pelo uso indiscriminado de
drogas no seu pais de origem ou através da importacao de alimentos contaminados
com bactérias carregando genes de resisténcia ou de pessoas infectadas que
retornam de viagens internacionais. Pesquisadores finlandeses (HAKANEN et al.,
2001) observaram aumento de resisténcia antimicrobiana em cepas de SE isoladas
de viajantes apds o retorno de paises asiaticos onde as quinolonas sdo usadas
indiscriminadamente. Houve aumento de 3,9% para 23,5% nha resisténcia as

fluorquinolonas nas amostras analisadas entre 1995 e 1999.

2.10.2 Vacinagéo no controle de Salmonella Enteritidis em aves

Uma observacgéao interessante nas infec¢des por SE € o fato de que, quando
este sorovar esta presente num lote de aves, outros normalmente encontrados,
desaparecem. Podemos postular que a infeccdo por SE possui um excelente

mecanismo de inducao de resisténcia as outras salmonelas em aves.
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Embora ndo dominado para efeitos praticos, sabe-se que as aves apresentam
mecanismo de resisténcia genética as salmonelas. Linhagens resistentes a SE,
também o sdo a Typhimurium, Pullorum e Gallinarum. Linhagens susceptiveis a SE,
também, o sdo a todas as outras salmonelas (BUMSTEAD; BARROW, 1993).

Ha autores que afirmam que a atual pandemia de SE em aves se deve a
erradicacdo de Gallinarum dos plantéis avicolas, uma vez que esse Ultimo sorovar
excluia a SE competitivamente nos lotes de aves (RABSCH et al., 2000).

A vacinacdo com cepas homodlogas de Salmonella auxilia na reducdo da
colonizacéo intestinal e excrecdo fecal. Por conta disso, varias vacinas inativadas
oleosas de SE tém sido licenciadas em todo o mundo. Elas previnem a transmissao
transovariana, a contaminagao da casca dos ovos, reduzem o isolamento de SE de
aves vacinadas, inclusive de 6rgaos internos como o ovéario (BARROW et al., 1991;
ESKELUND, 1992), mas n&do o elimina totalmente dos 6rgaos internos e ovos de
galinhas desafiadas (GAST et al., 1992-1993). A vacina 9R de Gallinarum também
confere protecdo as poedeiras contra SE (BARROW et al., 1991; SILVA et al., 1981).
Outras vacinas vivas produzidas com cepas mutantes de SE ou mesmo de S.
Typhimurium induzem protecdo de longa duracdo as aves vacinadas (BARROW et
al., 1991; HASSAN; CURTISS Ill, 1997).

Poedeiras comerciais em integragcdo, mostrou que a aplicacédo de duas doses
de bacterina inativada de SE (12 e 17 semanas de idade) reduziu os niveis de
positividade do meconio da progénie de 9-10% para 0% ap6s o primeiro ano do
programa (SONCIN; BACK, 2001). Mesmas observacdes foram feitas por nés em
uma integracdo de frangos de corte em pais da América Latina, com o0 uso de duas
doses de bacterina aplicadas as matrizes em recria.

Considerando que a vacinacdo contra SE € uma arma auxiliar de valor
incontestavel, somos advogados do uso de bacterina tanto para poedeiras como
para matrizes, mesmo que os procedimentos de monitoria para salmonelas precisem

ser alterados e adaptados a nova realidade.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Biotério da Medicina Veterinaria
Preventiva da Universidade Federal de Santa Maria — RS.

A coleta do material para analise foi realizada no Laboratério Central de
Diagndstico de Patologia Aviaria (LCDPA), Medicina Veterinaria.

As andlises microbiologias foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia
de Alimentos do Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos da
Universidade Federal de Santa Maria — RS.

Foram utilizados pintos comerciais de corte com um dia de idade, mantidos
em gaiolas de arame, sob aquecimento. Para alimentacdo foi fornecida racéo nao
medicada e agua. Os tratamentos foram realizados no primeiro dia de vida das aves.

Administrou-se probidtico por pulverizacdo e na agua de bebida, e salmonela
por inoculagdo endoesofagica e probidtico na agua de bebida. A pulverizagéo foi
realizada com auxilio de pulverizador manual. A inoculagdo via endoesofagica foi
realizada com auxilio de uma sonda e seringa graduada de 1mL, com 0,1mL da

cultura de Salmonella Enteritidis para cada pinto. Para a pulverizacao e para a agua
de bebida, o inéculo continha 10*° UFC mL™, de Lactobacillus paracasei e para a via

endoesofagica 10° UFC mL™, de Salmonella Enteritidis.

Foram utilizados trés grupos de 20 pintos, assim distribuidos: Lote 1 —
Controle; Lote 2 -- pulverizacdo e adicao de probiético na agua de bebida; Lote3 —
adicdo de probiotico na agua de bebida e inoculacdo de Salmonella Enteritidis. A
cada semana trés pintos de cada lote foram retirados de cada grupo para pesagem,

sacrificio e coleta do material.

3.1 MATERIAIS DO EXPERIMENTO

Para a realizacéo deste trabalho utilizou-se 3 (trés) gaiolas de 1 X 1 m* onde
foram colocados 20 pintos de 1 (um) dia, os tratamentos foram feitos na agua de
bebida. A racdo foi elaborada pelo Setor de Avicultura, do Departamento de

Zootecnia, sem adicao de antibidticos e promotores de crescimento.
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Tratamentos

3.1.1 Tratamento 1

No tratamento 1 (T1l) os pintos foram alimentados com &gua e racao

convencional sem adicdo de antibiético e promotores de crescimento.

3.1.2 Tratamento 2

No tratamento 2 (T2) foi adicionado Lactobacillus paracasei (10*° UFC mL™)

na agua de bebida e por pulverizacdo do ambiente.

3.1.3 Tratamento 3

No tratamento 3 (T3) foi adicionado Lactobacillus paracasei (10'° UFC mL™Y)

na agua de bebida e pulverizacdo do ambiente, e feita & inoculacdo de (10° UFC mL’

1Y de cultura de Salmonela Enteritidis, no esdfago dos pintos.

3.2 PROCESSAMENTO

A necropsia dos pintos (Fotografias 4, 5 e 6) foi realizada no Laboratorio
(LCDPA), Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Universidade
Federal de Santa Maria — RS, onde foi retirado o ceco das aves. Apos foram levados
para analise no Laboratoério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de
Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos — USFM.
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Fotografia 4 - Necropsia dos Pintos

Fotografia 5 - Retirada do Ceco.
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Fotografia 6 - Coleta do Ceco. Apés a coleta o ceco foi colocado em uma placa de petry

esterilizada.

3.2.1 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Nesta secdo serdo expostas as analises microbioldgicas deste trabalho.

3.2.2.1 Contagem de bactérias laticas

A contagem de bactérias laticas foi realizada para os cecos dos frangos.
O meio de cultura utilizado foi o Agar para Lactobacillus segundo DE Man,
Rogosa e Sharpe — MRS (MERK®). Foram realizadas diluicbes sucessivas e
aliquotas de 1 mL de cada diluicdo para placas de Petri esterilizadas.
Adicionou-se a cada placa 15-20 mL do meio MRS, previamente fundido e
resfriado a temperatura de 40-45°C. Com movimentos em oito, fez-se a
homogenizacédo do meio com o in6culo. Apos a completa solidificacdo do meio,
adicionou-se uma sobrecamada de agar MRS. As placas foram incubadas
invertidas, em estufa a 37°C, por 3 dias. Apds a incubacéo, fez-se a contagem
das colbnias para placas de mesma diluicdo que apresentavam de 30 a 300
colénias. As médias aritméticas das contagens, pelo respectivo fator de diluicao
foram transformadas em logaritmos decimais de UFC°g™.
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3.2.3 Determinacéo de Salmonella pelo método Tecra Salmonella Imunoensaio

Visual (Salvia)

O método Tecra Salmonella imunoensaio visual (salvia) € uma prova de

triagem répida e especifica para deteccdo de Salmonella sp. “in vitro” em

alimentos e amostras ambientais, ap0s enriquecimento, at¢é 1 UFC de

Salmonella em 25 gramas de amostra pode ser detectada.

3.2.3.1 Principio do teste

Tecra SALVIA é um teste de ELISA (enzime-linked immunosorbent assay)

no formato de configuragdo “sandwich”, sendo a leitura dos resultados feita

visualmente.

a)

b)

c)

Anticorpos de alta afinidade para Salmonella estdo absorvidos nas
cavidades removiveis. Se houver a presenca de antigenos de
Salmonella sp. Presentes nas amostras previamente aquecidas, estes
serdo capturados pelos anticorpos. Todo material da amostra é
eliminado na lavagem.

O sandwich é completado com adicdo de enzimas ligadas a anticorpos
especificos para Salmonella (conjugado).

A presenca de Salmonella é indicada quando o substrato converte o
conjugado adicionado a uma coloracdo verde. Na auséncia de

Salmonella, ndo haveréa coloragéo verde.

3.2.3.2 Realizacao do Salvia

Nesta secado sera explicado o método de realizacdo do salvia.

3.2.3.2.1 Tratamento térmico da amostra
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Foi transferido 1 mL da amostra de Salmonella Enteritidis., enriquecida
para um tubo graduado com rosca, agitou-se e aqueceu-se a 100°C, por 15
minutos. Resfriou-se a amostra a temperatura ambiente para realizacdo do

teste.

3.2.3.2.2 Preparacao das microplacas

Foi removida a quantidade de cavidades méveis requeridas de acordo
com o numero de amostras, somadas dos controles positivo e negativo e

encaixadas as mesmas firmemente na microplaca.

3.2.3.2.3 Adig&o das amostras

Utilizando uma ponteira estéril para cada amostra, foi transferido uma
aliguota de 200 uL dos controles e amostras nas cavidades, individualmente,
anotando sua identificacdo no quadro de identificacdo de amostras. A
microplaca foi coberta com um filme plastico e incubada por 30 minutos a 35-
37°C.

3.2.3.2.4 Primeira lavagem

Para a primeira lavagem, esvaziaram-se as cavidades, invertendo a
microplaca rapidamente varias vezes, até remocdo do liquido residual,
pressionando a placa em papel absorvente. Apés as cavidades foram cobertas
com a solucéo de lavagem, esvaziando-as seguidamente por 3 vezes. Evitando
a formacdo de bolhas. Entre uma placa de lavagem e outra, deixou-se a
solucdo de lavagem agir nas cavidades em cada fase por, no minimo 20

segundos, para que a leitura se tornasse mais nitida.

3.2.3.2.5 Adicionar o conjugado
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Verificaram-se se as cavidades estavam vazias e adicionaram-se 200 uL
de conjugado a cada uma. Cobriu-se com um filme plastico e incubou-se por 30
minutos a 35-37°C.
3.2.3.2.6 Segunda lavagem

Esvaziaram-se as cavidades e lavou-se novamente por 4 vezes como

descrito no item 4.

3.2.3.2.7 Adicdo do substrato

Verificaram-se se as cavidades estavam vazias e adicionou-se a cada
uma 200 uL de substrato. Ap6s Incubou-se a temperatura ambiente 20-25°C
por minimo 15 minutos, observando apds se o controle positivo apresentava
coloracdo equivalente a figura 4 do cartdo de leitura. Movimentou-se

gentilmente a placa para melhor distribuicdo da cor.

3.2.3.2.8 Adigao da solucéao stop

Para estabilizar os resultados e manter a leitura, adicionou-se a 20 uL da

solucéo stop a cada cavidade movimentando gentilmente a placa.

3.2.3.2.9 Leitura dos resultados

Para leitura dos resultados utilizou-se o cartdo de cor.
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Card 1 : Color comparator for TECRA®
Salmonella Visual Immunoassays.
Negative Positive

1. 2 3. 4, 5:
Color equivalent
to Positive Control

Imagem 1 - Cartdo de cor.
Fonte: AOAC ([200-])..

3.2.3.3 Confirmacao de resultados positivos presuntivos

As amostras positivas no SALVIA foram confirmadas estriando-se a
amostra ja enriquecida no M-broth e realizando-se posteriormente provas
bioquimicas e sorolégicas, pelo Método Convencional.

Para a pesquisa de Salmonella, a metodologia empregada foi a
convencional, Brasil (1995).

a)lsolamento e Selecao: do enriqguecimento seletivo de cada tubo, com
auxilio de uma alca de platina, foram estriadas placas contendo agar SS
(DIFCO®) e agar Rambach (MERK®), que foram incubadas invertidas a 37°C,
por 24 horas.

b) Confirmacéo das colbnias tipicas de Salmonella: para a confirmacao
das colbnias tipicas de Salmonella, foi utilizado o sistema ENTEROKIT B®
(PROBAC), que emprega os meios EPM, MILi e Citrato Simmons. Tocou-se o
centro da coldnia suspeita com uma agulha de platina e semeou-se o tubo
EPM em toda a superficie e por picadura até o fundo do tubo; o tubo MILi, por
picadura central em profundidade e o tubo de Citrato Simmons, com 0 mesmo

indculo, em toda a superficie . Todos os tubos foram incubados a 37°C com as

MS 2255 7/98
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tampas semi-rosqueadas, por um periodo de 24 horas. O meio EPM permite
observar: producdo de gas, producdo de H2S, producao de urease, producéo
de L-Triptofano desaminase. Através do meio MILi, pode-se verificar a
motilidade, producédo de indol, lisina dexcarboxilase. O meio Citrato Simmons,
permite observar a utilizacao de Citrato..

Apoés 24 horas foi realizada a leitura e interpretacdo dos testes e as
reacOes consideradas tipicas de Salmonella foram:
Para o meio EPM
-Producéo de gas: aparecimento de bolhas ou deslocamento do meio do fundo
do tubo.
-Producéo de H2S: enegrecimento do meio
-Hidrélise da uréia: ndo houve mudanca de cor para azul ou verde-azulada do
meio.
-Desaminacao do triptofano: ndo houve aparecimento de cor verde-garrafa na
superficie do meio
Para o meio MILi
-Motilidade: crescimento além da linha de picada.
-Descarboxilacdo da lisina: 0 meio adquiriu cor purpura acentuada.
-Producéo do indol: apés adicionado ao meio, o reativo de Kovacs nao alterou
sua cor.
Para o meio Citrato Simmons
Houve o aparecimento de cor azul no meio.

As amostras que apresentaram as provas bioquimicas caracteristicas de
Salmonella, foram submetidas ao:

d) Teste sorologico Salmonella Polivalente (PROBAC®): Utilizou-se a
técnica de aglutinacdo em lamina. Para cada amostra tomou-se uma
lamina de vidro e a partir da cultura de 24 horas, do meio EPM, foi feita
uma suspensdo e com o auxilio de uma alca de platina transferiu-se
uma alcada para duas partes da lamina. Apds adicionou-se uma gota de
solucéo salina estéril a uma das partes da lamina e uma gota do anti-
soro polivalente foi acrescentada em uma das partes. A parte sem a
presenca do soro, foi considerado o controle negativo, ao passo que,
com a ocorréncia da aglutinagdo, o teste foi considerado positivo para

Salmonella.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A adicdo de probidticos (culturas de microorganismos vivos) a agua de
bebida das aves, promove a colonizacdo e multiplicagdo das bactérias
presentes nesses produtos, como espécies de Lactobacillus, no trato intestinal
das aves contra a colonizacdo por patdégeno, como Salmonella spp
(SCHNEITZ, 1992).

O trato gastrointestinal (TGI) de frangos de corte é pouco desenvolvido
nos primeiros dias de vida dos pintinhos. Quando as aves séao alimentadas ou
tratadas incorretamente na fase inicial, maiores problemas podem aparecer nas
fases seguintes.

Neste trabalho, o Lactobacillus paracasei foi administrado, no primeiro
dia de vida, na agua de bebida e com pulverizacdo do ambiente. Nesta idade,
como o TGI ndo esté totalmente desenvolvido, a absorcdo do tratamento foi
mais eficiente. O desenvolvimento e estabelecimento da flora intestinal ocorrem
de forma pratica, logo apds o inicio da ingestao de agua e alimento pelas aves.
A ingestao de racdo e agua estimula a atividade do TGl, incluindo a producéo
de &cidos, a biossintese de enzimas, bem como a absorcdo do Lactobacillus
paracasei.

O grande interesse em controlar a Salmonela e outros patdgenos, se
deve a que eles tém uma interferéncia na reducdo da digestibilidade e de
absorcédo dos nutrientes da racéo, contribuindo com a sindrome de passagem
rapida, com o aumento da excrecdo de fezes, em muitos casos fluidas, que
levam a uma perda de carboidratos hidrossoluveis, vitaminas e aminoacidos.
Com isso, produz a morte dos tecidos intestinais que acabam enriquecendo o
conteudo intestinal e se tornando meio de cultura para o0 crescimento

bacteriano, principalmente Salmonella (MACARI et al, 2002).
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TABELA 1 - Amostras positivas e negativas na detec¢ao de Salmonella spp pelo Método

Convencional em pintos com 45 dias, tratados com Lactobacillus paracasei.

TRATAMENTOS
DIAS L1 L2 L3
0 Auséncia Auséncia Auséncia
7 Auséncia Auséncia Presenca
14 Presenca Auséncia Presenca
21 Auséncia Auséncia Presenca
28 Presenca Auséncia Presenca
32 Presenca Auséncia Auséncia
42 Auséncia Auséncia Auséncia

L1: Controle; L2: Adicdo de Lactobacilos paracasei na agua de bebida e pulverizacdo do
ambiente;
L3: Adigdo de Lactobacilos Paracasei na agua de bebida e pulverizagdo do ambiente +

inoculacao de Salmonella Enteritidis;

A presenca nas fezes e a colonizacdo dos cecos de pintos de corte por
Salmonella Enteritidis foi acentuadamente reduzida nos grupos tratados com
Lactobacillus paracasei (L2) por pulverizacdo e adicdo na agua de bebida,
concordando com achados de outros autores (CORRIER et al., 1990; ZINPRIN
et al., 1991; KOGUT et al., 1994; ANDREATTI FILHO et al., 1997). Com isso
podemos constatar que o uso de probidticos inibe ou reduz o desenvolvimento
de salmonela, no trato intestinal das aves, ja que foi constatada sua presenca
em trés amostras analisadas, do tratamento Controle (L1). Esta contaminacéo
possivelmente ocorreu devido a presenca de bactérias na racdo, agua ou

ambiente, onde as aves se encontravam.



59

No tratamento com adicao de Lactobacillus paracasei na agua de bebida
e pulverizacdo do ambiente + inoculacdo de Salmonella Enteritidis (L3),
verificamos trés auséncias de Salmonela, nos dias 0; 32; e 42. Nas amostras
positivas para Salmonela observamos lesfes caracteristicas no figado (Figura.
7). Estas lesfes no figado sao tipicas de contaminacao por Salmonela, quando
esta atinge a corrente sanguinea, provavelmente de modo intracelular, e séo
removidas pelo figado, baco ou medula 6ssea (COLLINS, 1993).

Nesta fase, ocorre a multiplicacdo bacteriana em uma taxa que reflete a
viruléncia da linhagem em questdo, podendo resultar na morte do hospedeiro.
Todas as lesdes encontradas neste trabalho apareceram no figado a partir da
terceira anéalise, com 14 dias de vida.

No primeiro dia de tratamento considerado dia 0, observamos auséncias
de SE, em todos os tratamentos. A inoculagdo do tratamento foi realizada via
esbfago, apdés 30 minutos ocorreu a coleta do ceco para analise, tempo
considerado curto para que a SE se alojasse no intestino. J4 no 32 e 42 dias
ocorreram auséncias de SE o que indica a capacidade inibitéria do probidtico
utilizado. Entretanto, foi observado que a inibicdo ocorre tardiamente.
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Fotografia 7 - Lesdes caracteristicas no figado de presenca de Salmonela de pintos de
corte com 45 dias, tratados com Lactobacillus paracasei na dgua de bebida
pulverizacdo do ambiente + inoculacéo esofagica de Salmonella Enteritidis.
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aves e inibirem a fixacdo e a subsequente colonizacdo de diferentes espécies
de Salmonella spp, possivelmente pela producdo de componentes antimicrobianos.
Estes funcionam como bactericidas ou bacteriostaticos e que poderiam ser fatores
gue contribuem na reducdo das populacdes de Salmonella spp e outras bactérias,
conforme dados comprovados no presente trabalho. Conforme Sinnel (1995), a flora
cecal compete com patogenos, reduzindo infecgbes provocadas por Salmonella spp

nos cecos das aves.

Fotografia 9 - Ceco com hemorragia, em pintos de corte tratados com Lactobacillus paracasei

na agua de bebida e pulverizagdo do ambiente + inoculacdo esofagica de

Salmonella Enteritidis, encontrada no tratamento (L3).

Os mecanismos envolvidos na fixacdo das células dos Lactobacillus a
mucosa intestinal das aves e a possivel inibicdo da fixacdo de Salmonella spp por
esses microrganismos ainda s&o inteiramente desconhecidas (CRAVEN &
WILLIAMS, 1998).

O cecon é o local onde a Salmonela mais se desenvolve, essa caracteristica,
conforme Mchan et al (1989) relaciona-se com a presenca de receptores especificos

no 6rgao e com a fisiologia do peristaltismo cecal, que determinam maior tempo de



62

permanéncia do bolo alimentar e pH, entre outros fatores. Caracteristica esta que se
comprova neste trabalho.

A infeccdo do trato digestivo de frangos de corte por salmonelas é mais eficaz
e persistente no ceco, como demonstraram os resultados deste trabalho, local de
importancia na patogenia das infeccbes das aves (HARGIS et al., 1995). A mucosa
cecal é o local de maior colonizacdo por Salmonella spp. e por outras espécies
patogénicas da familia Enterobacteriaceae, quando comparado com outros locais do
trato digestivo (ANDREATTI FILHO et al., 1993) e sua colonizacao é utilizada como
parametro para avaliar a eficacia de tratamentos contra salmoneloses (CORRIER et
al., 1990).
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4.1 GANHO DE PESO DE PINTOS

Variacado do PESO

2,0

1,8 1

1,6 {

Sh

1,4
1,2

1,0

08 ‘%

%’/
; x

Peso (kg)

—
0,2
0,0
' Sem. 1 Sem. 2 Sem. 3 Sem. 4 Sem. 5 Sem. 6 Sem. 7
—1 0,06 0,12 0,22 0,51 0,70 1,04 1,36
—— 2 0,07 0,11 0,21 0,57 0,83 1,08 1,72
e |3 0,07 0,12 0,19 0,45 0,76 1,10 1,61

L1: Controle; L2: Adicdo de Lactobacillus paracasei na dgua de bebida e pulverizacdo do
ambiente; L3: Adicdo de Lactobacillus paracasei na agua de bebida e pulverizacdo do
ambiente + inoculag&o de Salmonella Enteritidis;

Grafico 1 - Variagdo do peso de frangos de corte com 45 dias de idade, tratados com
Lactobacillus paracasei na agua de bebida e pulverizacdo do ambiente + inoculacdo de

Salmonella Entertidis

O ganho de peso (conforme grafico 1) do lote que recebeu Lactobacilllus
paracasei pulverizado e na agua de bebida (L2) ndo diferiu dos demais tratamentos.
Como esse mesmo tratamento ndo acusou a presencga de SE nas fezes, enquanto
nos demais grupos tratados com probidtico os indices de SE nas fezes foram
detectaveis, conforme indicacdo do grafico e resultados deste trabalho, a presenca
de Salmonella Enteritidis ndo interfere decisivamente na produtividade de frangos de
corte, conforme ja constatado por outro pesquisador (SILVA, 1994). Embora nao
tenha ocorrido variacao significativa entre os grupos, em relacdo ao peso corporal, 0
grupo tratado com Lactobacilllus paracasei pulverizado e na agua de bebida (L2),

apresentou melhor performance.
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Durante a necropsia verificamos lesbes caracteristicas no figado, nestas
mesmas aves (L3). Foi observado grande depdsito de gordura principalmente no
peito das mesmas.

Este trabalho tem importancia em todo o ciclo produtivo de frangos de corte,
devido a reducéo de incidéncia de Salmonela na industria avicola. O principal motivo
para a adocao de programas de controle da incidéncia da salmonela na producéo de
aves, é que as empresas sofrem pressdo dos consumidores e da legislacao
especifica para que estas garantam seguranca alimentar de seus produtos.

Para 2006, a Unido Européia ja decretou a proibicdo total dos antibidticos
promotores de crescimento nas ragdes, e o Brasil, como um dos maiores produtores
de carnes e proteina animal do mundo, j& comeca a se adequar a esta restricdo dos
europeus.

Hoje, a preocupacdo sobre os efeitos colaterais € clara, e tanto consumidores
como fabricantes estdo procurando alternativas como os produtos denominados
probidticos e também os prebidticos, por ndo determinarem residuos nos produtos
de origem animal e ndo desenvolverem resisténcia as drogas utilizadas, por serem
essencialmente naturais.

Na industria avicola este trabalho tem aplicacdo como coadjuvante
microbiolégico para romper o ciclo de desenvolvimento da salmonela, que entra na
industria através dos animais e retorna para o campo através da racdo, fornecida na
alimentacdo.

Desta maneira se estabelece um ciclo vicioso, mantendo um processo de
recontaminacdo e, 0s animais ingerindo de forma continua essas racgdes
contaminadas, resultam na infec¢cdo ou num estagio de portador temporario ou de
doenca das aves.

Esta tecnologia proporciona beneficios e estaria substituindo os produtos
guimicos oferecidos no mercado, como antibiéticos e acidos organicos, que sao

altamente corrosivos.
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5 CONCLUSOES

Dos resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir que:

O Lactobacillus paracasei possui atividade inibitéria em relagcdo a Samonella

Enteritidis, visto que no tratamento que foi, adicionado Lactobacillus

paracasei, 1010 UFC°mL-1, na &4gua de bebida, todas as amostras
mostraram-se com auséncia de Salmonela.

Também verificamos que mesmo no tratamento em que foi adicionado de
Lactobacillus paracasei, 10'° UFC°mL™, na &gua de bebida, e com a
inoculacdo de 10° UFC°mL™ de Salmonella Enteritidis, no esofago dos pintos,
o controle ocorreu tardiamente, possivelmente devido a competicdo entre as
bactérias.

Em relacdo ao comportamento do Lactobacillus paracasei, utilizado na agua
de bebida e pulverizado no ambiente, mostrou-se eficiente, devido a este ser
um método pratico e facil de aplicagcdo em grandes aviarios.

O Lactobacillus paracasei, pode vir a ser um grande aliado das industrias no

controle das infec¢des por SE.
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	 De acordo com Adams e Moss (1997), a temperatura ótima para o crescimento deste microrganismo é de 35-37oC, onde a mínima é de 5oC podendo chegar a temperatura máxima de 45oC. O pH ótimo para seu crescimento é 7,0. Quando os valores extremos para o crescimento são ultrapassados, pode ocorrer a morte da Salmonella. A atividade de água afeta o crescimento deste microrganismo. A atividade de água mínima para o crescimento do microrganismo é de 0,93. São destruídas facilmente por desinfetantes comerciais, utilizados na indústria de alimentos. As Salmonella são capazes de sobreviver por muito tempo nos alimentos e outros substratos (ICMSF, 1996).
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