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I — INTRODUCAO

0O estabelecimento de uma populagso microbiana, no
trato digestivo dos animais de sangue guente, logo apbs ©O
nascimento & inevitéavel.

A intensa atividade metabblica destes microrganismos
pode ser um impacto substancial ao hospedeiro, pois competem
com este por nutrientes da dieta, prejudicando o potencial de
crescimento e producdo dos animais domésticos.

Atraveés destas observagbtes conclui-se que a
microbiota intestinal, dos frangos de corte e outros animais,
tem um importante papel na digest3o e absorgdo dos alimentos
ingeridos pelo hospedeiro, exercendo desta forma, influfncia
sobre sua salude e produgdo.

0O balango da microbiota intestinal tormna-se bastante
instavel frente a um fator de estresse como amontoamento,
transporte, mudangca alimentar repentina, frio ou calor
excessivo. Nestas ocasides as bactérias indesejaveis tém. a
oportunidade de prevalecer, o que leva a um decréscimo na
eficiencia alimentar e conseqlUentemente na taxa de crescimento
e producgdo.

Segundo VISEK (in MILES et al., 1989) a microbiota
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intestinal diminui a absorgdo de nutrientes por aumentar a
espessura da parede intestinal e a velocidade de passagem do
bolo alimentar. MILES et al. (1989) relatam que os
microrganismos intestinais também aumentam a necessidade de
nutrientes pelo hospedeiro, por aumentarem a frequeéncia de
reposigdo da mucosa intestinal e por competirem com o
hospedeiro por uma porcdo da proteina e energia da dieta.
Conforme pesquisa desenvolvida por GASAWAY (in MILES
et al., 1989) 5 a 10 % da energia requerida pelo frango de
corte & perdida através de &cidos graxos voléteis liberados na
fermentacdo de componentes da dieta a nivel intestinal.

Muitas bactérias da microbiota intestinal tem
afinidade pelos aminoacidos 1livres no intestino delgado,
decorrentes da digest3o das proteinas da dieta, ocorrendo
maior demanda principalmente de amino&acidos essenciais e
limitantes. Entre outros fatores prejudiciais causados por
certos tipos de bactérias, h& a produc3o de cadaverina e
aminas, que sdo0 irritantes da parede intestinal.

Visando superar os prejuizos causados por alguns
microrganismos pertencentes a microbiota intestinal de frangos
de corte, poderia se desenvolver estas criaclles em ambientes
livres de germes. Isto nd%o seria viavel quanto ao aspecto
econd®mico para se estabelecer e manter tais ambientes.

Outra alternativa para se controlar a microbiota
intestinal, quanto ao tipo de microrganismos que a complem, é
0 uso de antibibticos na ragdo.

Como estes controlam o crescimento e a proliferacgao

de microrganismos, sob certas condiglbes, baixas dosagens de
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determinadas drogas teém provado serem efetivas como promotores
de crescimento, desfavorecendo a colonizacdo por
microrganismos potencialmente patog@nicos ou que depreciam o
potencial produtivo do hospedeiro (MARCH et al., in MILES et
al., 1989).

MILES et al. (1989) observaram que o controle da
populacd3c microbiana, com antibidticos na ragdo, resultou em
caracteristicas intestinais similares aquelas observadas em
frangos 1livres de germes, ou seja, menor extensdo e peso do
trato intestinal, o que reduz o gasto energético. SZYLIT et
al. (in MILES et al., 1989) constataram, em seus estudos, Qque
as aves livres de germes, ou que recebem drogas promotoras de
crescimento na rac3o utilizam melhor o nitrog@nio e a energia
do que as aves convencionais.

H& que se observar gque animais criédos, desde o
nascimento, em ambientes livres de germes, ndo respondem ao
uso de drogas antibacterianas na racgdo (MILES et al., 1989).

Apesar dos beneficios trazidos com o©O uso de
antibiébtico na racdo de frangos de corte, ha certps obst&aculos
quanto ao seu uso, como a selec¢do de bactérias resistentes,
conforme observou OJENIYI (198%9) em sua pesquisa, encontrando
algumas cepas de Escherichia coli resistentes ao uso de
tetraciclina, estreptomicina e sul fonamida. Um fator
preocupante quanto ao uso deste tipo de promotor de
crescimento & que os microrganismos que se tornam resistentes
a estas drogas podem ser transmitidos a outros animais, ou dos
animais ao ser humano, e neles desenvolver doengas de dificil

terapia.
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Dentre as bactérias que compbem a microbiota
intestinal de frangos de corte, hd as que produzem acido
latico e com isto abaixam o pH intestinal, favorecendo
portanto a producdc dos frangos de corte, pois dificultam a
colonizagdo por Escherichia coli, a qual se desenvolve bem em
pH neutro. Este &cido latico, origin&rio de uma hexose,
representa uma fonte de energia prontamente utilizavel pelo
hospedeiro. Infelizmente as bactérias produtoras de &cido
l4tico s3o muito susceptiveis aos antibitticos utilizados na
racdo , segundo MULDER (1991), evidenciando um efeito negativo
do uso de antibibticos como promotores de crescimento.

Para diminuir o uso de antibibticos na ragdo, os
quais resultam em resisténcia bacteriana e em residuos nos
brgdos e tecidos das aves tratadas, probibticos comegaram a
ser introduzidos na alimentagdo animal.

Conforme menciona CHAPMAN (1988) os probib6tticos agem
 como promotores de crescimento, melhorando a producgdo e o
estado geral de salude dos animais, agindo por exclus3o
competitiva e por liberag3o de substancias que desfavorecem a
colonizagdo por bactérias indesejaveis.

Um probibtico deve ser composto por uma ou mais
bactérias gue pertencam & microbiota intestinal mnormal, de
curto tempo de regeneracio, que produzam subst&ncias
antimicrobianas e resistam aos processos de industrializagdo
(CHAPMAN, 19883 FULLER, 1988; KOZASA, 1989; JONES, 1991;
MULDER, 1991).

Conforme sumarizou, em extensa revisido, KOZASA (198%9)

o probibtico faz uma associagdo simbibtica benéfica com o
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hospedeiro, promovendo crescimento, sendo estavel no alimento

e refratario aos agentes antimicrobianos da racgdo e po trato
alimentar.

MULDER (1991) sugere a manutengdo de uma microbiota
intestinal estavel com o uso de probibdbticos, o que serve como
barreira contra microrganismos potencialmente patog@nicos e
propicia a obtencd¥o de bons resultados zootécnicos.

Enfim, por reduzir a morbidade e mortalidade
resul tantes da colonizacd3o intestinal por organismos
patbgenos, melhorar o crescimento e as caracteristicas de
producdo sem deixar residuos prejudiciais na carne, pois se
trata de um procedimento totalmente natural, o uso de
probibticos na alimentagdo animal tem sido indicado (CHAPMAN,
19883 FULLER, 1988).

& importante que se atente para o fato de que a
promocdo do crescimento, pelo uso de probibtico, ocorra
somente se algum microrganismo depressor do crescimento
estiver presente (FULLER, 1988). O mesmo se aplica aos
antibibticos e outros produtos estimulantes do crescimento.
Ligado a este fato, o efeito dos probibticos em frangos de
corte apresenta—-se variavel (JERMIGAN et al., 1985, in JONES,
1991).

Os probioticos s3do geralmente compostos por um ou
mais dos seguintes microrganismos: Lactobacillus,
Streptococcus, Bifidobacteria, Bacillus ou Leveduras (MULDER,
1991). Agem alterando a microbiota intestinal por exclusio
competitiva e/ou através da produgso de substé&ncias

antimicrobianas ou gque alterem o pH do meio.
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Qualquer fator de estresse leva a uma alteragdo
negativa da microbiota intestinal, elevando o numero de
coliformes e reduzindo o numero de bactérias benéficas,
principalmente as gue produzem Aacido latico, (] qual
desfavorece a colonizagd3o por £E. coli (TORTUERO, 1973;
WATKINS, 1982; CHAPMAN, 1988; JONES, 1991).

OWINGS et al. (1990) mencionam a observag3o de melhor
eficieéncia alimentar e ganho de peso em frangos de corte que
receberam um probibtico (Streptococcus faecium M-74) acrescido
4 racdo do que aqueles frangos que receberam produtos
antibacterianos adicionados & ragdo.

Desde que microrganismos do genero Bacillus produzem
varias substancias antimicrobianas, o efeito da administrag3o
oral destas bacterias aos animais, ao invés da incorporacgdo de
antibibticos exégenos A& racgdo, tem sido bastante vantajosa
(OZAWA et al., 1979).

Além do Bacillus adicionado & ragd3do de frangos de
corte favorecer bons resultados zootécnicos, ficou evidenciado
nos estudos de INOOKA et al. (1986) que o Bacillus natto
também acarreta maior porcentagem de linfébcitos T e B no bago,
quando comparado com um grupo controle, o que sugere que tenha
um efeito na resposta imune celular.

Como citado anteriormente, os probitticos mantém uma
microbiota intestinal estavel, favorecendo a predomin@ncia de
bactérias benéficas e dificultando a colonizacg3o por bactérias
que n3o interessam & salde e produc3o animal. Entretanto, no
estudo de JIRAPHOCAKUL et al. (1990), com fémeas de peru nao

foi observado melhor peso corporal ou eficiencia alimentar e
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nd¥o houve influencia na quantidade de Lactobacillus e E. coli
no trato intestinal, com excec¥o dos cecos, quando receberam
dietas acrescidas de Bacillus subtilis.

A fim de se verificar o efeito do uso de probibtico,
composto por Bacillus natto cepa BN, na ragdo de frangos de
corte e as possiveis alteracgbes da microbiota intestinal,
desenvolveu—-se o presente trabalho de pesquisa. Buscou-se

averiguar a possivel redugdo de coliformes fecais e de

Campylobacter fetus subspecie Jejuni na microbiota
intestinal.
0 produto comercial utilizado neste experimento

contém 109 Bacillus natto cepa BN por grama.

Ha& um grande interesse em se reduzir o0s coliformes
fecais da microbiota intestinal de frangos de corte, visto que
estes microrganismos competem de maneira substancial com o
hospedeiro pelos nutrientes da dieta. Entretanto, a redugdo da
quantidade de Campylobacter Jjejuni na microbiota intestinal
dos frangos de corte esta diretamente relacionada A& saude
humana.

0O C. Jjejuni & um microrganismo normalmente encontrado
no trato intestinal das aves, sendo o frango de corte o
principal veiculo na transmiss3o de C. Jejuni envolvendo
enterite aguda em humanos (GRANT et al., 1980; CHAN et al.,
1982; SOERJADI et al., 1992; MUNROE et al., 1983; OOSTEROM et
al., 1983; FRICKER et al., 1984; ROGOL et al., 1985; STERN et
al., 1985; BEUCHAT, 1986; HARRIS et al., 1986; BEERY et al.,
1988; CABRITA et al., 1988; IZAT et al., 1988 a; IZAT et al.,

1988 b).



BEERY et al. (1988) relataram em seus estudos que o
namero de L. Jejuni no contéado intestinal de frangos de corte
e perus estd entre 10t e 103 unidades formadoras de col6nia
(UFC) por grama, e averiguaram também que mais de 75 % destas
aves abrigam C. Jjejuni.

CABRITA et al. (1988) mencionam uma taxa de
isolamento de C. Jejuni em 62 7 das fezes de frangos de corte
analisadas. GRANT et al. (1980) trabalhando com confeado retal
de frangos de corte constatou que 83 % dos frangos examinados
estavam infectados com C. Jejuni. OOSTEROM et al.(1983)
encontrou ?2 % das aves processadas em abatedouros,
contaminadas com L. Jejuni no trato intestinal, especialmente
nas porghes mais baixas do intestino, como ileo, ceco e colo.

Apesar de uma pequena porcentagem de frangos de corte
nd3o abrigarem . Jejuni no trato intestinal, uma porcentagem
ainda menor sai do abatedouro sem se contaminar durante o
processamento.

Segundo o estudo realizado por PARK et al. (1981),
onde foram analisadas 100 carcagas de aves,_compradas em 20
estabelecimentos diferentes de Ontario (Canad&) e Ohio
(E.U.A.), quanto a presenca de [. Jjejuni,constatou-se 62 4 e
54 J de amostras positivas, respectivamente.

Produtos de frango diferem de outros produtos animais
porque a pele dos frangos de corte n3do & normalmente rémovida
durante o processamento no abatedouro. Durante a remogdo das
visceras, a bactéria C. Jjejuni pode ser transferida,
acidentalmente, do intestino a superficie da pele, podendo

ainda ocorrer uma contaminagdo cruzada entre as carcagas,
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através da superficie dos equipamentos do abatedouro,
principalmente na depenag3o, evisceragdo e resfriamento em
imers3o (MUNROE et al., 1983; OOSTEROM et al., 1983; ROGOL et
al., 1985; YOGASUNDRAM et al., 1987; BEERY et al., 1988; IZAT
et al., 1988 a).

A bacteéria C. Jjejuni sobrevive bem em frangos
refrigerados, onde pode permanecer viavel por pelo menos um
ano & temperatura de 18°C negativos (BEUCHAT, 1986).

DROMIGNY et al. (1985) relatam gque a pele e o coragdo
dos frangos de corte processados em abatedouros s30
localizagbes frequentes de C£. Jjejuni. Este microrganismo foi
encontrado em B85 % dos figados e 89 % das moelas obtidos
imediatamente apbs evisceracgdo no abate dos frangos
(CHRISTOPHER et al., 1982).

0 fato de alguns lotes de frango de corte n3o
abrigarem C£. Jejuni na sua microbiota intestinal, sugere que a
infecgd3o por este organismo pode e deve ser controlada por
métodos de alimentag3do e manejo, Qque permitam evitar a
exposicdo a aves portadoras, pois a transmissdo & rapida e os
frangos de corte jovens s3o altamente susceptiveis a C. Jjejuni
(SOERJADI et al., 1982; MUNROE et al., 1983).

Nesta pesquisa, onde utilizou-se (o probisdtico
composto por Bacillus natto cepa BN acrescido & ragdo,
observou-se a variagd3co da microbiota intestinal quanto ao
numero de coliformes fecais e de C. Jjejuni.

Para an&lise de €. Jjejuni o material fecal das aves
foi cultivado em meio prboprio, sob condi¢tes de microaerofilia

por passivagd3o do cobre (ATTEBERY et al., 1970 in MAGALHARES et
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al., 1982), e posteriormente analisado guanto as
caracteristicas de Campylobacter fetus subspecie Jjejuni, onde,
entre outras provas, a Qque caracterizou esta espe#cie,
diferenciando-a de outras Campylobacter spp foi a hidrb6lise do
hipurato (HARVEY, 1980; H&£BERT et al., 1982; TERZOLO, 1988).
Para a an&lise de coliformes totais wutilizou-se o
material fecal diluido e cultivado em Caldo Bile Verde
Brilhante Lactose 2 7. e para a analise de coliformes fecais
utilizou~-se o caldo E.C., conforme a técnica wutilizada por

MEHLMAN (1983).



II — MATERIAL E METODOS

2.1 - LOCAL E INSTALAGOES

0 experimento foi conduzido no Aviario Experimental
do Setor de Ciencias Agrarias da Universidade Federal do
Parana, no qual as aves foram alojadas em gaiolas
confeccionadas em ferro e revestidas com zinco. Estas gaiolas
possuem 350,00 cm de frente por 45,00 cm de profundidade e
53,00 cm de altura. S¥%o construidas com barras transversais de
0,50 cm de espessura e vdo de 2,00 cm. A face superior é
fixada com dobradigas, representando a porta da gaiola. Nas
paredes frontais, barras fixas s3do intercaladas com barras
mbveis, as quais podem ser suspensas e permitir o acesso da
cabegca da ave ao comedouro e ao bebedouro definitivos,
colocados externamente & gaiola e em faces opostas.

8] aviario experimental, que contém as gaiolas
apoiadas sobre cavaletes de madeira, apresenta 4,70 m de
largura por 10,30 m de comprimento e 2,70 m de altura. A
ventilacd3o se faz naturalmente através de guatro janelas.

0 conteudo intestinal coletado das aves abatidas aos
28 e 47 dias de idade fol analisado no Centro de Diagnbstico

Marcos Enrietti.
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2.2 - ANIMAIS

As aves wutilizadas para este experimento foram
frangos de corte machos, da linhagem ARBOR ACRES, adquiridos &
idade de 1 dia, com peso médio de 42,00 g, provenientes do
Incubatbrio da Cooperativa Agricola Consolata Ltda., situado a
cidade de Nova Aurora - Pr.

Foram alojados 48 pintainhos em 16 gaioclas, sendo

distribuidos 3 pintainhos ao acaso por gaiola.

2.3 — ALIMENTACAD

As ragbes utilizadas constituiam-se basicamente por
uma mistura de farelo de torta de soja e milho, suplementada
com vitaminas e minerais.

Os niveis nutricionais da rac3o variaram de acordo
com a fase de desenvolvimento das aves (ANDRIGUETTO et al.,
1989):

a - Rag3o inicial ou primeira fase - administrada de
1 dia até 21 dias de idade.

b - Racd3o crescimento ou segunda fase - administrada
de 22 a 40 dias de idade.

c — Rag3o acabamento ou terceira fase - administrada
de 41 a 47 dias de idade.

Os componentes utilizados na dieta e seus respectivos
valores nutricionais e quantitativos encontram—se nas tabelas

I, 11, 111, IV, Vv, VI.
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TABELA 1
COMPOSICADO DA RACAD INICIAL (1 - 21 DIAS DE IDADE)

INGREDIENTES Kg

Milho moido 604,4
Farelo de soja 326,0
Farinha de carne 26,0
Farinha de penas, visceras e residuos de abatedouro 15,0
Calcario calcitico 7,0
Fosfato bic&lcico 6,0
Oleo de visceras 5,0
Cloreto de sédio 3,0
DL Metionina 1,0
Vitaminas X 1,0
Cloreto de colina 0,5
Minerais % X 1,0
Antioxidante 0,1
Coccidicida 1,0
Premix do Probibtico % ¥ X% 1,0
Total 1.000,0

¥ Suplementacdo de vitaminas por Kg de racdo: vit. A 15.000
Ul; vit. D;2.000 UI; vit. E 30,00 mg; vit. K;3,00 mg; vit. By
3,00 mg; vit. B,8,00 mg; vit. B; 7,00 mg; vit. By; 30,00 mcg;
Niacina 50,00 mg; Acido Pantoténico 20,00 mg; Acido Félico
1,50 mg; Biotina 0,17 mg; Colina 800,00 mg.

X X Suplementacdo de minerais por Kg de racg3o: Ferro 30,00 mg;
Zinco 50,00 mg; Cobre 10,00 mg; lodo 0,40 mg; Mangants 70,00
mg; Selénio 0,10 mg; Cobalto 0,25 mg.

X X X Premix do Probibtico: adig3do de 0,00 ;3 100,00 ; 75,00 e
50,00 g do probibtico Bacillus natto, por tonelada de rac3o,
conforme o tratamento (A, B, C ou D), utilizando como veiculo
milho moido em gquantidade suficiente para 1,00 Kg.
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TABELA 11

COMPOSICAO DA RAGCAO CRESCIMENTO (22 - 40 DIAS DE IDADE)
INGREDIENTES Kg
Milho moido 343,9
Farelo de soja 278,0
Farinha de carne 40,0
Farinha de penas, visceras e residuos de abatedouro 18,0
Calcaério calcitico 5,0
Fosfato bic&lcico 2,0
Dleo de visceras 5,0
Cloreto de sédio 3,0
DL Metionina 1,0
Vitaminas X 1,0
Cloreto de colina 0,5
Minerais % X 1,0
Antioxidante 0,1
Coccidiostatico 0,5
Premix do Probibtico * % X 1,0
Total 1.000,0

X Suplementacgdo de vitaminas por Kg de ragdo: vit. A 15000 UI;
vit D32.000 UI; vit E 30,00 mg; vit. K33,00 mg; vit. B; 3,00
mg; vit. B; 8,00 mg; vit. B, 7,00 mg; vit. By; 30,00 mcg;
Niacina 50,00 mg; Acido Pantoténico 20,00 mg; Acido Fodblico
1,50 mg; Biotina 0,17 mg; Colina 800,00 mg.

X ¥ Suplementac3do de minerais por Kg de racg3do: Ferro 30,00 mg;
Zinco 50,00 mg; Cobre 10,00 mg; Iodo 0,40 mg; Mangants 70,00
mg; Seleénio 0,10 mg; Cobalto 0,25 mg.

X X X Premix do Probittico: adicg3o de 0,00 ; 100,00 ; 75,00 e
50,00 gramas do probibtico Bacillus natto por tonelada de
racd3o, conforme o tratamento (A, B, C ou D), utilizando como
veiculo milho moido em quantidade suficiente para 1,00 Kg.
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TABELA I1I

COMPOSIGCAO DA RAGAD ACABAMENTO (41 - 47 DIAS DE IDADE)
INGREDIENTES Kg
Milho moido 683,4
Farelo de soja 240,0
Farinha de carne 46,0
Farinha de penas, visceras e residuos de abatedouro 12,0
Calcério calcitico 5,0
Oleo de visceras 5,0
Cloreto de sédio 3,0
DL Metionina 1,0
Vitaminas X% 1,0
Cloreto de colina 0,5
Minperais % X 1,0
Antioxidante 0,1
Coccidiostatico 1,0
Premix do Probibtico % % X 1,0
Total 1.000,0

¥ Suplementagdo de vitaminas por Kg de ragd3o: vit. A 15.000
UI; vit. Dy2.000 UI; vit. E 30,00 mg; vit. Ky 3,00 mg; vit. By
3,00 mg; vit. B;8,00 mg; vit. B, 7,00 mg; vit. By; 30,00 mcg;
Niacina 50,00 mg; Acido Pantoténico 20,00 mg; Acido Félico
1,50 mg; Biotina 0,17 mg; Colina 800,00 mg.

X X Suplementa¢do de minerais por Kg de rag3o: Ferro 30,00 mg;
Zinco 50,00 mg; Cobre 10,00 mg; Iodo 0,40 mg; Mangants 70,00
mg; Seleénio 0,10 mg; Cobalto 0,25 mg.

X X X Premix do Probi6btico: adigdo de 0,00 ; 100,00 ; 75,00 e
50,00 gramas do probibtico Bacillus natto por tonelada de
ragao, conforme o tratamento (A, B, C ou D), utilizando como
veiculo milho moido em quantidade suficiente para 1,00 Kg.
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TABELA 1V
ANALISE CALCULADA DA RACAO INICIAL (1 - 21 DIAS)

Nutrientes

Energia metabolizavel 2947 Kcal/Kg
Proteina bruta 21,75 %
Extrato etéreo 3,82 %
Fibra bruta 3,57 %
Residuo mineral 5,53 %
Calcio 0,98 %
Fosforo util : 0,44 7%
Fosforo total 0,67 %
Metionina + Cistina 0,88 %
Lisina 1,17 %
Arginina 1,65 %
Triptofano 0,24 %
Treonina 0,21 %
Glicina 1,06 %

TABELA V

ANALISE CALCULADA DA RACAD CRESCIMENTO (22 - 40 DIAS)
NUTRIENTES
Energia metabolizavel 3005 Kcal/Kg
Proteina bruta 20,65 %
Extrato etéreo 4,08 %
Fibra bruta 3,42 %
Residuo mineral 5,22 %
Calcio 0,94 4
Fobsforo util 0,45 %
Foésforo total 0,67 %
Metionina + Cistina 0,85 %
Lisina 1,08 %
Arginina 1,65 %
Triptofana 0,24 %
Treonina 0,91 %

Glicina 1,06

%
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TABELA VI

ANALISE CALCULADA DA RAGCRO ACABAMENTO (41 - 47 DIAS)
NUTRIENTES
Energia metabolizavel 3048 Kcal/Kg
Proteina bruta 19,00 %
Extrato etéreo 4,16 %
Fibra bruta 3,29 %
Residuo mineral 5,02 %
Calcio 0,94 %
Fébsforo util 0,43 %
Fbsforo total 0,64 %
Metionina + Cistina 0,79 %
Lisina 0,98 %
Arginina 1,40 %
Triptofano 0,20 %
Treonina 0,78 %
Glicina 1,03 %

2.4 - TRATAMENTOS

Para avaliér a eficiéncia do probibtico em estudo
(Bacillus natto cepa BN) foram testados diferentes niveis do
mesmo na racdo:

Tratamento A - Ragdo basica sem adig3do do probidtico
(testemunha).

Tratamento B - Racdo basica acrescida de 100,00 g X
do probibtico por tonelada de racgdo.

Tratamento C - Racd3o basica acrescida de 75,00 g %
do probibtico por tonelada de racgdo.

Tratamento D - Rag3o bésica acrescida de 50,00 g %
do probibtico por tonelada de racfo.

Cada grama do probibtico contém 10 Bacilius natto

cepa BN.
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2.5 - MANEJO

As 48 aves utilizadas para o experimento foram
distribuidas em 16 gaiolas, sendo escolhidas ao acaso 3 aves
por gaiola. Os tratamentos A, B, C e D foram sorteados entre
as gaiolas de forma que cada tratamento fosse distribuido a 4
gaiolas, portanto 4 repetigbes por tratamento.

Os pisos das gaiolas, tipo gaveta de metal, foram
forrados com maravalha de pinho. Até os sete dias de idade das
aves utilizou—-se comedouro inicial do tipo copo, e bebedouro
inicial do tipo garrafa, com capacidade para 450,00 g de racédo
e 350,00 ml de agua respectivamente, colocados no piso das
gaiolas na proporcdo de 1 bebedouro e 1 comedouro por gaiola.A
partir dos sete dias de idade comedouros e bebedouros
definitivos, tipo calha de PVC, comegaram a ser utilizados,
sendo distribuidos na proporc3do de 1 comedouro e 1 bebedouro
por gaiola, colocados externamente & esta. Para adaptagdo das
aves a mudanga de comedouros e bebedouros iniciais para
definitivos se deu de forma gradual entre os 7 e 10 dias de
idade.

Agua e ragdo foram fornecidas & vontade aos animais.
Até 21 dias de idade as aves receberam ragdo inicial, passando
& rac3o crescimento de 22 até 40 dias de idade e rag3o
acabamento dos 41 aos 47 dias de idade.

Foram empregadas, como fonte de calor, lampadas
incandescentes de 60 Watts, de altura reguléavel, sendoc 1 para

cada gaiola. A temperatura durante os primeiros 3 dias
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manteve-se em torno de 35°C, sofrendo reduc3o de cerca de 3 a
5% C por semana até as aves completarem 4 semanas de idade,

quando as lampadas incandescentes foram desligadas e
prosseguiu—-se o experimento com as aves a temperatura

ambiente.

2.6 - AMOSTRAGEM

Retirou-se 1 ave, éo acaso, de cada gaiola,
totalizando 16 aves, 4 de cada tratamento, aos 28 e aos 47
dias,dé idade.

Acondicionadas em caixas de papel2o, devidamente
identificadas conforme o tratamento, as aves foram levadas ao
Centro de Diagntstico Marcos Enrietti (CDME), onde sofreram
abate através da desarticulac3o das vértebras cervicais.

A necropsia coletou—-se os conteudos da porcdo final
do intestino delgado e dos cecos, colocados em papel aluminio
separados e identificados conforme o tratamento.

Pesou-se 1 g de cada um dos materiais das amostras
para se proceder as ansélises laboratoriais e para estas
analises também fol levada mais uma porgdoc de conteldo dos

cecos sem pesar.

2.7 - ANALISES LABORATORIAIS

No Departamento de Bacteriologia do Centro de
Diagnbstico Marcos Enrietti, as amostras do conteudo da porgdo

final do intestino delgado foram utilizadas para analise da
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colonizagdo por coliformes fecais frente aos diferentes
tratamentos, e as amostras do conteudo dos cecos foram
analisadas quanto a colonizacdo por L. Jejuni frente aos

diferentes tratamentos.
2.7.1 - COLIFORMES FECAIS

Para a analise de coliformes fecais utilizou-se o
conteido da porgd¥o final do intestino delgado dos frangos, o
qual normalmente contém entre 10t e 10% coliformes por grama.

Foi diluida 1 g desta amostra em 9 ml de Agua
Peptonada (AP) pH 7,0 , constituindo uma diluic3o 1071, com 1
ml desta diluic¥o realizou—-se nova diluig3o em 92 ml de AP,
tendo-se, desta forma, diluigtes sucessivas até atingir a
diluicdo de 1077,

Tubos de ensaio (15 X 150 mm) contendo, cada um, 1
tubo de Duranm e 9 ml de Caldo Bile Verde Brilhante Lactose 2 %
(CBVBL 2 L), foram utilizados‘para sé observar a presenga e
estimar o numero de coliformes totais nas diluicfes 10*, 107 e
1078, Estas diluigtyes foram obtidas passando-se 1 ml de cadav
uma das diluictes , 1077, 10%e 107 em AP, para diferentes
tubos de ensaio (15 X 150 mm) contendo 1 tubo de Duran e 9 ml
de CBVBL 2 7. Para cada diluig3o utilizou-se 3 tubos de ensaio
contendo CBVBL 2 %, totalizando 9 tubos de ensaio, a serem
incubados & 37°C por 48 horas, por amostra.

Apbs este periodo fez-se a leitura, sendo
considerados positivos os tubos que apresentaram formagdo de

gas no interior do tubo de Duran. Com este resultado obteve-se
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a analise dos coliformes totais. Depois>da leitura repicou-se
o material dos tubos de ensaio, contendo CBVBL 2 4L, gue se
apresentaram positivos para coliformes totais, para tubos de
ensaio (15 X 150 mm) contendo, cada um, 1 tubo de Duran e 9 ml
de Caldo E.C., especifico para coliformes fecais. Estes tubos
foram incubados em banho-maria & temperatura de 44,5° C

durante 4B horas. 0 resultado desta leitura foi considerado
positivo quando houve produg3o de gas no interior do tubo de
Duran, obtendo-se, desta forma, a analise de coliformes

fecais.

2.7.2 - Campylobacter jejuni

Para o isolamento e contagem de C. Jejuni utilizou-se
0 conteldo dos cecos dos frangos, O qual normalmente apresenta
entre 10%e 108unidades formadoras de coldnia por grama.

Uma grama do conteudo dos ceceos foi diluida em AP pH
7,0 até 107, Das diluigBes 107, 10'e 107 tentou-se isolar
C. Jejuni em placas de Petri com meio Tryptic Soy Agar (TSA)
acrescido de 6 4 de sangue desfibrinado de carneiro e uma
solugdo de antimicrobianos. Cada 10 ml desta solugdo de
antimicrobianos & composta de 10 mg de Vancomicina, 5 mg de
Trimetoprim, 2500 Ul de Polimixina B, 2 mg de Anfotericina B e
15 mg de Cefalotina. Para cada litro e meio de TSA foi
adicionada esta quantidade de antimicrobianos.

Para cada diluic¥o (107°, 10%, 10 utilizou-se 2

placas de Petri (20 X 100 mm) contendo 20 ml de TSA. Em cada



22
placa semeou-se O,1 ml das determinadas diluigbes. Com o

auxilio de uma alga de Trigalski o material foi espalhado na
superficie do meio TSA. 0 conteldo do ceco sem ser diluido
também foi semeado em uma placa com TSA. Estas placas, 7 por
amostra, foram entdo incubadas em condicgbes de microaerofilia
a 42°C por 72 horas.

As placas de Petri com o meio de TSA e semeadas com
as amostras, foram incubadas no interior de potes pléasticos
com tampa. Para a obtengdo de microaerofilia wutilizou-se o©
método da 13 de ago, descrito por ATTEBERY et al. (1970) e
citado por MAGALHRES et al. (1982). Neste meétodo, para cada
1500 ml de capacidade do pote plastico, 4 a 5 gramas de 18 de
aco foram imersas em 10 ml de solugd3o de sulfato de cobre
contidos numa placa de Petri, que posteriormente foi tampada,
invertida e colocada no fundo do pote plastico. Em seqguida
foram colocadas as placas de Petri com o referido meio de
cultura devidamente semeado. Acima destas placas de Petri
colocou-se 0,5 Alka-Seltzer (1,8 g) acondicionado em uma tampa
de placa de Petri. Logo em seguida o pote foi fechado e, para
melhor vedacgdo da tampa com o pote, passou-se fita crepe ao
redor do ponto de encaixe dos mesmos.

No processo de microaerofilia, promovido pelo uso da
13 de ago e a solugdo de sulfato de cobre, ocorre uma deplecgdo
do oxigénio e formag3do de vapor de &gua, que age no Alka-
Seltzer e libera dibxido de carbono.

Com essas subst8ncias, utilizadas nas proporcgBes
acima citadas, ocorre uma redugdo do oxigénio e um aumento do

dibxido de carbono, caracterizando um ambiente microaerdfilo.
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TABELA VII
Alka-Seltzer (Antiacido, Analgésico)

Cada comprimido contém:

Acido acetilsalicilico 0,324 g
Bicarbonato de sédio 1,912 g
Acido citrico 1,328 g

Fonte: Miles do Brasil Ltda.

A leitura selecionou-se as placas que apresentaram
col®nias caracteristicas do genero Campylobacter, ou seja,
punctiformes e brilhantes ou espraiadas em véu.

Com o material destas colbnias fez-se uma série de
provas laboratoriais a fim de se verificar se reagiam como C.
Jejuni. As bactérias, das colbnias suspeitas, que se
apresentaram GRAM negativas, espiraladas ou em forma de
virgula, oxidase positivas, catalase positivas, sensiveis ao
adcido nalidixico, resistentes & cefalotina, que hidrolisaram o
hipurato de s6dio, cresceram em meio de cultura contendo
Tetrazolium & concentracgso de 40 mcg / ml e n3do cresceram em
meio de cultura contendo 3,5 % de cloreto de sé6dio (NaCl), se

enquadraram como Campylobacter Jjejuni.

2.7.2.1 - Prova da Oxidase

Realizou-se esta prova passando-se uma pipeta de
Pasteur, com cultura suspeita de uma amostra, sobre uma tira
de papel filtro embebida em solug3o agquosa de cloridrato de
dimetilparafenilenodiamina a 1 4 . A leitura, 5 a 10 segundos

apbs, o material oxidase positivo apresentou-se escuro.
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2.7.2.2 - Prova da Catalase

Em wuma la&8mina, com auxilio de uma alga de Kolle,
misturou-se o0 material da colbnia suspeita a uma gota de
solugdo fisiologica. Em seguida adicionou-se a esta mistura
uma gota de &gua oxigenada a 3 4 .. A leitura revelou-se
catalase positivo o material que apresentou produgdo de bolhas
pela aéao da enzima catalase, gque transforma a &gua oxigenada

em agua e oxigénio.

2.7.2.3 - Prova de Sensibilidade ao Acido Nalidixico e a
Cefalotina

Repicou-se a colbnia suspeita, do meio de cultura
TSA, em tubo de ensaio contendo 3 ml de Brain Heart Infusion
{BHI), o qual foi incubado, em condigBes de microaerofilia, &
temperatura de 37°C durante 24 horas.

Apbs este periodo, com o auxilio de um swab, semeou-
se este material em uma placa de Petri (20 X 100 mm) com o
meio de TSA. Em seguida, foram colocados nesta placa, em
pontos equidistantes, 2 discos de concentrag3o unica de 30
mcg, um contendo cefalotina e o outro acido nalidixico. Estas
placas foram incubadas & 37°C durante 24 horas. A leitura o
material suspeito que apresentou sensibilidade >ao acido
nalidixico, formando um halo maior ou igual a 19 mm em torno
do disco correspondente, e resisténcia & cefalotina, formando
um halo de no maximo 14 mm ao redor do disco de cefalotina,

reagiu como C. Jjejuni.
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2.7.2.4 — Hidrolise do Hipurato

Através da enzima hipurase a L. Jjejuni & capaz de
hidrolisar o &cido hipurico, transformando-o em benzoato de
sbdio e glicina. Para se constatar esta reag3do, repicou—-se,
com a alca de Kolle, uma porg3do abundante da colbnia suspeita
num tubo de ensaio contendo 0,4 ml de hipurato de sb6dio a 1%,
que foi ent3o incubado em banho-maria a 37%°C durante 2 horas.

Apbs este periodo de incubagdo adicionou-se 0,5 ml de
solugdo de ninhydrina (3,5 g de ninhydrina em 100 ml de uma

mistura 1:1 de acetona e butanol) e agitou-se o tubo de

ensaio, que retornou ao banho—-maria a 37° € por mais 10
minutos. Posteriormente permaneceu 2 horas & temperatura
ambiente antes da leitura, que considerou positivas as

amostras que mostraram cor purpura intensa pela reag3oc da

ninhydrina com a glicina.

2.7.2.5 - Prova do Cloreto de Sbdio 3,5 Z e do Tetrazolium 40
' mcg/ml

Para realizar estas provas, tubos de ensaio com rosca
(16 X 160 mm), contendo, cada um, 10 ml do meio semi-sb6blido de
Albimi, foram fervidos em banho-maria, com as roscas semi
abertas, durante 15 minutos. Apbs esfrid-los bruscamente
acrescentou-se 3,5 % de cloreto de s6bdio nos tubos para esta
prova bioquimica, e acrescentou-se 40 mcg de tetrazolium para
cada mililitro do meio de Albimi nos tubos destinados a esta

prova.
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0O material das col®nias suspeitas foi ent3c repicado
em cada um destes meios. Estes tubos foram incubados, com a
rosca fechada, & temperatura de 37°C durante 5 dias.

A leitura foi feita todos os 5 dias, sendo
caracterizados nos padrtes de crescimento da C. Jjejuni os
tubos com meio de Albimi contendo 3,3 4 de NaCl que n3o
apresentaram crescimento, e os tubos com meio de Albimi
contendo tetrazolium na proporgdo de 40 mcg / ml que

apresentaram crescimento.

2.8 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Utilizou-se um delineamento experimental
completamente casualizado (DCC), sendo 4 tratamentos, com 4
repetigdes por tratamento.

Para a contagem do crescimento microbiano utilizou-se
o sistema de contagem padr3o em placas para a analise de C.
Jejuni e o sistema do numeroc mais provavel (NMP) para a

andlise de coliformes fecais.



III - RESULTADOS E DISCUSSRO

Os resultados encontrados neste experimento refletem
o efeito benéfico do uso do probibtico Bacillus natto cepa BN
quanto a alterag3o da proporg3do dos microrganismos componentes
da microbiota intestinal.

A simbiose entre os componentes da microbiota
intestinal e seu hospedeiro & um aspecto relevante aos fatores
de saude, crescimento e producg3o dos animais domésticos.

Através da exclus3do competitiva dos microrganismos
indesejaveis na microbiota intestinal e/ocu produgdo de
subst@ncias antimicrobianas ou gque dificultem a colonizagdo
destes a nivel intestinal, o uso dos probiébticos acrescidos a
ragcdo animal tem provado eficiente promocg3o da higidez e do
crescimento dos frangos de corte.

De acordo com JONES (1991), os resultados da
administrac3o de probibdtico na élimentagao sdo frequentemente
variaveis. Pois sequndo FULLER (1988) a promog3o do
crescimento, com a adig3o de probibtico & racdo, s6 ocorrera
se um ou mals microrganismos depressores do crescimento
estiverem presentes.

No experimento de JIRAPHOCAKUL et al. (1990) a
administracgdo de probidtico composto por Bacillus subtilis a

perus ndo influenciou a quantidade de Lactobacillus ou
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Escherichia coli no trato intestinal, com exceg3do dos cecos,
que apresentaram maior quantidade de B. subtilis

H& relatos, segundo JIRAPHOCAKUL et al. (1990), que
cultura de Bacillus subtilis , quando administrada a perus,
favorece um aumento no numero de Lactobacillus, os quais, por
sua vez, devem evitar a proliferagdo excessiva de
microrganismos entéricos indesejaveis, tal como a Escherichia
coli. 0 aumento do numero dos Lactobacillus promove o ganho de
peso e reduz a mortalidade segundo CHAPMAN (1988). &
.conveniente lembrar que o Bacillus natto provém de uma cepa de
Bacillus subtilis.

Os resultados deste experimentc concordam com os
dados encontrados na bibliografia, onde fica favorecido o
estabelecimento de uma microbiota eutrbfica com ©o uso de
probibttico acréscido & racg3do. Constatou—se nesta pesquisa o
efeito do B. natto em reduzir o numero de coliformes fecais.

Sendo o PBacillus natto proveniente de uma cepa do
Bacillus subtilis, pode-se esperar que surta efeito semelhante
quando do seuw uso. Segundo POLLMANN (1984), o uso de B.
subtilis em dietas de matrizes de suinos reduziu, de forma
significativa, o numero de leitdtes desmamados que sucumbem por
enterite causada por Escherichia coli.

Tendo-se em vista gue os componentes da microbiota
intestinal influem diretamente na nutrigdo do hospedeiro,
afetam o tempo de transito do quimo nas algas intestinais,
favorecem ou desfavorecem o estabelecimento de outros
microrganismos, e ainda podem causar doengas, qualqguer

procedimento que vise a reducdo dos microrganismos
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indesejaveis desta microbiota sera de interesse & saude e
produc3o do hospedeiro.

Nesta pesquisa o efeito competitivo do F. natto
mostrou-se evidenciado nos resultados de contagem de
coliformes fecais dos frangos com 47 dias de idade. Este
efeito diminui & medida que decresce a dosagem do probibtico
utilizada por tonelada de ragdo, sendo a dosagem mais efetiva
a de 100,00 g do probibtico Bacillus natto por tonelada de
racgdo.

Aos 28 dias de idade os resultados da contagem de
coliformes fecais apresentaram—-se ndo conclusivos, devido ao
fato dos frangos de corte jovens n3o possuirem uma microbiota
intestinal mais estével e definida (SOERJADI et al., 1982).
J& aos 47 dias de idade dos frangos, diluiu-se a amostra até
107 a fim de se elucidar melhor a diferenga entre os
tratamentos. Aos 47 dias dos frangos, na anélise dos
tratamentos com 50,00 ou 75,00 g do probibtico Bacillus natto
por tonelada de ragdo, apenas 25 % das amostras apresentaram,
10B coliformes fecais por grama de contetdo fecal da porcao
final do intestino delgado, atraveés de analise do numero mais
provavel (NMP). Nestes dois tratamentos 75 % das amostras
apresentaram 10 ou mais coliformes fecais por grama do mesmo
material.

Ainda aos 47 dias, no tratamento gque utilizou 100,00
g do probibtico Bacillus natto por tonelada de rac3o, 25 % das
amostras apresentaram somente 107 coliformes fecais por grama
de conteudo fecal da porc¢3o final do intestino delgado e 75 %

das amostras apresentaram 10’ coliformes fecais por grama do
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mesmo material.

No tratamento que ndo wutilizou o probibético
(testemunha) 100 % das amostras apresentaram 10’ coliformes
fecais por grama da amostra.

Estas porcentagens podem ndo parecer significativas
num numero pequeno de frangos, mas extrapolando-se as grandes
productes avicolas refletirdo grandes diferengas produtivas
(Tabela VIII e Figuras 1, 2, 3, 4, 5 e 6).

A analise da reducd3o do numero de Campylobacter
Jejuni no trato intestinal de frangos de corte ndo foi
possivel efetuar, devido ao n3o estabelecimento deste
microrganismo nas aves criadas em gaiolas, conforme cita
BENIGEORGIS (1987). Entre os parametros, gue podem alterar a
introducdo e disseminacdo deste microrganismo num lote, estao
o numero de vezes que foili utilizada a cama onde serd alojado o
lote, a presenca ou ausencia de C£. Jejuni no Ultimo lote
abrigado no galp3o, estresse ambiental, moscas, c3des, gatos,
roedores e transmiss¥o através de fOmites pelos empregados.

A amostra que foi wutilizada para se tentar o
isplamento e a contagem de C£. Jjejuni foi o contetdo fecal dos
cecos. Este material normalmente apresenta, em frangos de
corte criados de maneira convencional em piso, uma taxa
relativamente elevada de C. Jejuni, ou seja, 104a 10% unidades
formadoras de coltnias (UFC) / g (BEERY et al., 1988). Por
este motivo e pelo material poder ser semeado em tempo menor
do que é horas apds necrbpsia, n3do se procedeu inoculagdo em
meio de enriquecimento, o que alguns autores indicam (SOERJADI

et al., 1982; FRICKER, 1984; FRANCO, 1988).
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TABELA Vil
Crescimento de Coliformes Fecais em Diferentes Diluigcbes Decimais

28 DIAS 47 DIAS
Tratamento Verde Brilhante Caldo EC Verde Brilhante Caildo EC
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Sistema : A amostra (1 g de conteudo fecal da porgao

final do intestino delgado) foi diluida em _&gua peptonada
até 10/. Para cada uma das diluictes, 107, 108 e 107,
utilizou-se 3 tubos de ensaio (15 X 150 mm) contendo cada um
9 ml de Caldo Bile Verde Brilhante Lactose 2 % e um tubo de
Duran. Foi inoculado 1 ml da diluigdo 10 “em cada um dos 3
tubos de ensaio, repetindo-se o procedimento para as outras
diluic¥es em outros tubos de ensaio. Este material novamente
diluido, agora em CBVBL 2 % foi incubado a 37% durante 48
horas. Apbs este periodo o material dos tubos positivos foi
repicado para tubos de ensaio (15 X 150 mm) contendo cada um
9 ml de Caldo E.C. e um tubo de Duran. Este material foi
incubado em banho-maria a temperatura de 44,5°C durante 48
horas. Os tratamentos A, B, C e D foram constituidos pela
rac¥3o acrescida de 0,00 ; 100,00 ; 75,00 e 50,00 gramas do
probibtico por tonelada.
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Figura 1:
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Tratamento

N S/Coliformes Fecais [JJjj C/Coliformes Fecais

Porcentagem de amostras de conteldo intestinal de

frangos de corte, aos 2B dias de idade,
positivas/negativas para coliformes fecais, na
diluicdo 107% cultivadas em Caldo E.C. a 44,5°C em
banho-maria durante 48 horas. Previamente estas

amostras foram diluidas em AP, semeadas em CBVBL 2 %
e cultivadas a 37°C durante 48 horas, resultando na
analise de coliformes totais. Os tratamentos A, B, C
e D foram constituidos pela rag3o acrescida de
0,00 ; 100,00 3 75,00 e 50,00 gramas do probibético,
contendo 10qBacillus natto por grama, por tonelada
de ragdo, respectivamente.
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Figura 2: Porcentagem de amostras de contetto intestinal
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de

frangos de corte, aos 47 dias de idade,

positivas/negativas para coliformes fecais,

na

diluicdo 107%, cultivadas em Caldo E.C. a 44,5°C em
banho-maria durante 48 horas. Previamente estas

amostras foram diluidas em AP, semeadas em CBVBL 2

YA

e cultivadas a 37°C durante 48 horas, resultando na

analise de coliformes totais. Os tratamentos A, B,
e D foram constituidos pela rag3o acrescida

C

de

0,00 ; 100,00 3 75,00 e 50,00 gramas do probittico,
contendo 10" Bacillus natto por grama, por tonelada

de racgso, respectivamente.
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Tratamento

S s/Coliformes Fecais [ C/Coliformes Fecais

Figura 3: Porcentagem de amostras de conteldo intestinal de

frangos de corte, aos 47 dias de idade,
positivas/negativas para coliformes fecais, na
diluicdo 1077, cultivadas em Caldo E.C. a 44,5°C em
banho-maria durante 48 horas. Previamente estas

amostras foram diluidas em AP, semeadas em CBVBL 2 %
e cultivadas a 37°C durante 48 horas, resultando na
analise de coliformes totais. Os tratamentos A, B, C
e D foram constituidos pela rac3o acrescida de
0,00 ; 100,00 ;3 75,00 e 50,00 gramas do probibtico,
contendo 10’ Bacillus natto por grama, por tonelada
de racdo, respectivamente.
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g do Probiotico por Tonelada de Racao

de amostras de conteudo intestinal de
frangos de corte, aos 2B dias de idade, positivas
para coliformes fecais, na diluigdo 104, cultivadas
em Caldo E.C. a 44,5°C em banho-maria durante 48

horas. Previamente estas amostras foram diluidas em
AP, semeadas em CBVBL 2 % e cultivadas a 37° C

durante 48 horas, resultando na analise de
coliformes totais.
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Figura 5: Porcentagem de amostras de conteudo
frangos de corte, aos 47 dias de
para coliformes fecais, na diluic3o 10%,
em Caldo E.C. a 44,5°C em banho-maria
horas. Previamente estas amostras foram diluidas
AP, semeadas em CBVBL 2 %

durante 48 horas,
coliformes totais.
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de amostras de conteudo intestinal de
frangos de corte, aos 47 dias de idade, positivas
para coliformes fecais, na diluigdo 104, cultivadas
em Caldo E.C. a 44,5°C em banho-maria durante 48

horas. Previamente estas amostras foram diluidas em
AP, semeadas em CBVBL 2 % e cultivadas a 37° C

durante 48 horas, resultando na analise de
coliformes totais.
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0 processamento laboratorial para isolamento de
Campy lobacter spp. em fezes deve ser o mais rapido possivel,
Nn3o ultrapassando & horas, conforme indica MODOLO et al.
(1987). Segundo CABRITA et al. (1988), a utilizac3o de meio de
enriquecimento n3o contribui para um aumento na taxa de
isolamento comﬁarativamente ao isolamento direto a partir de
amostras de conteudo fecal humano. BEUCHAT (1986) e TERZOLO
(1988) também sugerem o plagueamento direto de conteludo fecal
fresco.

A colheita do material e o seu processamento
laboratorial influenciam o isolamento de C. Jjejuni, bem como
de qualquer outro microrganismo.

As técnicas utilizadas neste experimento para o
isolamento de C. Jjejuni foram as mesmas utilizadas pelo
laboratéorio da Secretaria da Saude do Parana.

0O meio de cultura utilizado para o isolamento e
enumeragdo de C. Jjejuni das amostras foi o Tryptic Soy Agar,
acrescido de wuma solugdo de antimicrobianos na proporgao
recomendada por BLASER et al. (1980) e WANG et al. (1982),
citados por MOSSEL (1985). Também foi adicionado a este meio
de cultura 6 7% de sangue desfribinado de carneiro, o que
favorece o isolamento de £. Jjejuni segundo STERN et al.
(1985). & possivel a tentativa de isolamento utilizando-se
meio de cultura ndo acrescido de sangue, desde que se
adicionem o sulfato ferroso e o piruvato de sédio, como
agentes redutores (MOSSEL, 1985).

0 material, puro ou diluido em agua peptonada (pH =

7,0) até 1073, 10%e 107, distribuido em placas de Petri
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contendo TSA, foi incubado & 42°C durante 72 horas sob
condictes de microaerofilia por passivagdo do cobre.

A obtenc3o de microaerofilia por passivagdo do cobre
foi descrita por ATTEBERY et al. (1970) e citada na pesquisa
de MAGALHRES et al. (1982), onde compara a eficédcia do método
que utiliza GasPak no isolamento de C. Jjejuni com o método que
utiliza 1% de ago. MAGALHAES et al. (1982) constatou que o
método que utiliza 13 de ago prové uma atmosfera apropriada,
para o isolamento de C. Jjejuni das fezes, de forma t3o
eficiente como Aquelas condigles providas pelo uso do GasPak
em Jjarra de anaerobiose sem o catalisador, com a vantagem de
ser muito menos dispendioso.

FRANCO (1988) obteve o isolamento e contagem de C.
Jejuni, a partir de produtos comestiveis de frango de corte,
com O uso da passivacido do cobre, pelo método que utiliza 1&
de ago para obter microaerofilia.

Neste trabalho de pesquisa certamente haveriam
resul tados mais conclusivos a respeito da reducg3o de
Campy!obacter Jejuni frente ao uso do probibtico Bacillus
natto se a bactéria CLampylobacter Jjejuni tivesse se
estabelecido no trato intestinal das aves deste experimento. O
estabelecimento de C. Jejuni na microbiota intestinal dos
frangos de corte deste experimento poderia ser favorecido
através da inoculag3o oral de cultura deste microrganismo.
Predispondo desta forma uma avaliag3o do efeito competitivo do
B. natto frente a C. Jjejuni.

Muitos autores se utilizam também do processo de

filtrag3o da amostra diluida através de um filtro com poros de
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0,653 micrometros, como artificio de seletividade para UC.
Jejuni. Entretanto, segundo PARK et al. (1981), citado por
BEUCHAT (1986), mais de 80 %L do numero de C. Jjejuni contido na
amostra fica retido no filtro e algumas espécies de
Pseudomonas e Proteus s3o filtraveis também.

WARD et al. (1991), numa recente pesquisa, obteve
sucesso no isoiamento de algumas espécies de Campylobacter
através da inoculac3o de secgdo intestinal triturada e
diluida, de suinos com enterite hemorragica proliferativa, na
membrana vitelina de ovos embrionados, com 7 dias de
incubacdo.

C. Jejuni ¢é um organismo microaer6tfilo que cresce
muito bem & temperatura de 42°C. O fator temperatura poderia
servir como um artificio de seletividade, porém a temperatura
de 42°C n3o suprime o crescimento de Pseudomona aeruginosa
(MOSSEL, 1985). Devido a exist@ncia da competig3o bacteriana,
por parte da microbiota prevalente no intestino de frangos de
corte, a L. Jejuni cresce mais lentamente que outras bactérias
entéricas. Por este motivo deve-se utilizar meio de cultura,
com mistura de antibibticos seletivos, e condigdes apropriadas
de incubag3o guanto & temperatura e & microaerofilia para o
seu isolamento. Estes requisitos foram atendidos no presente
trabalho.

Podem ser utilizados varios tipos de &gar seletivos
para isolamento e identificagdo de L. Jjejuni. Dentre os mais
utilizados citam—-se o Agar Columbia, Agar Brucella, Agar
Tioglicolato, Tryptic Soy Agar, Agar Skirrow e Agar Butzler.

Nesta pesquisa utilizou-se o TSA enriquecido (MOSSEL, 1985).
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Segundo MOSSEL (1985) a identificagd3o definitiva do

geénero Campylobacter, como um patbgeno entérico do homem, se
deu por volta de 1970. Investigagdes mais profundas das
técnicas de isolamento tem sido desenvolvidas nestes ultimos
anos.

Neste experimento foi possivel comprovar a eficiéncia
do meio de cultura e das condigbes de incubag3o, quanto &
temperatura e & microaerofilia, através do isolamento de C(C.
Jejuni de material fecal de uma galinha de criag3do caseira.
Esta cepa de . Jejuni foi semeada em placas de Petri com o
meio de cultura utilizado nesta pesquisa, crescendo
satisfatoriamente durante toda a duragdo do teste, correndo-se
uma ptrova paralela e simultanea com o material do experimento.
Nestas placas ocorreu o crescimento da . Jjejuni, ao passo gue
naquelas do experimento n3do. Isto evidencia, poééivelmente, o
ndo estabelecimento deste microrganismo nas aves criadas em
gaiolas, conforme menciona GENIGEORGIS (1987), pela ausfncia
de fatores de veiculag3o e disseminagdo do microrganismo em

questdo.



IV - SUMARIO

0 principal objetivo da presente pesquisa foi o
estudo da influncia do probiotico, contendo Bacillus natto
cepa BN, na microflora intestinal de frangos de corte. Foram
analisadas as variacgles nas taxas de coliformes fecais e de
Campylobacter Jjejuni. 0 efeito competitivo do Bacillus natto
em relagdo a estas bactérias foi analisado em 32 frangos de
corte machos, sujeitos a quatro diferentes tratamentos, A, B,
C e D, contendo, respectivamente, O , 100 , 75 e 50 gramas do
probibtico por tonelada de racg3do. O probiotico utilizado neste
experimento contém 10933c111us natto cepa BN por grama. Caldo
Bile Verde Brilhante Lactose 2 Z e Caldo E.C. foram utilizados
para a analise de coliformes fecais. Campylobacter Jjejuni foi
estudada através do uso do meio Tryptic Soy Agar enriquecido
incubado a 42°C sob condictes de microaerofilia. A adic3o do
probibtico & ragdo dos frangos de corte causou uma nitida
reduc3do no numero de coliformes fecais, quando comparada com a
amostra controle. Por outro lado, n3do foram obtidos resultados

quaisquer com Campylobacter Jjejuni, devido ao fato da
impossibilidade de demonstrar sua presenca nas amostras
estudadas, talvez devido ao fato destas amostras serem

provenientes de aves criadas em gaiola.



vV — ABSTRACT

The main aim of the present research was the study of
the influence of probiotic, containing Bacillus natto strain
BN, on the chicken intestinal microflora, fecal coliforms and
Campylobacter jejuni. The competitive effect of Pacillus natto
in regard to these bacteria was analyzed in 32 male chickens
subjected to four different treatments, A, B, C and D,
containing, respectively, O , 100 , 75 and 30 grams of
probiotic per ton of feed. The probiotic used in this
experiment contained 1quaciJJus natto strain BN per gram.
Broth Bile Brilliant Green Lactose 2 4 and Broth E.C. were
used for the fecal coliforms. Campylobacter jejuni was studied
by means of the Tryptic Soy Agar enriched incubated at 42° C
under microaerobic conditions. The addition of probiotic to
the chicken feed caused a neat reduction on the number of
fecal coliforms, when compared with the control sample. On the
cther hand, no results were obtained with Campylobacter jejuni
due to the fact of impossibility to demonstrate its presence
in the samples studied, maybe due to the fact that they were
from fowl bred in cages.



VI — CONCLUSOES

Nas condigdes em que esta pesquisa foi realizada,

ocorreu depressdo significativa da colonizagdo da
microbiota intestinal de frangos de corte potr
coliformes fecais com a utilizag3do do probidtico

contendo 107 Bacillus natto por grama, na dosagem de

100,00 gramas por tonelada da racg¥o.

Quando wutilizado em dosagens menores, como 75,00 ou
50,00 gramas por tonelada de racg3o, o probidtico
provocou leve depressdo na colonizag3do por coliformes

fecais.

A analise dos dados obtidos em laboratébrio sugerem uma
dosagem minima de 100,00 gramas do probibtico, sendo
10 Bacillus natto por grama, por tonelada de rag3do, e
ainda, que resultados possivelmente melhores seriam
obtidos com o uso de dosagens maiores do que esta, nas

condigdes em que foi realizada esta pesquisa.

A analise de variacdo nas taxas de Campylobacter
Jejuni, na microbiota intestinal dos frangos de corte

com o uso deste probiotico, ndo foi possivel, porque
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ndo houve crescimento desta bactéria nmem no material
cecal puro nem no diluido quando semeados em meio de
cultura proprio. Isto se deve aoc fato dos frangos terem
sido criados em baterias (gaiolas) e ainda, pelas
instalagdes estarem em vazio sanitério a mais de 180

dias.
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