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RESUMO

A Salmonella Heidelberg (SH) tem sido relatada em aves comerciais em diversas
partes do mundo como um dos mais prevalentes sorovares de Salmonella
paratifoide. Esta bactéria tem causado graves toxinfeccbes em seres humanos
devido ao consumo de ovos e produtos carneos provenientes de aves infectadas. No
Brasil, a SH tem se destacado devido ao seu crescente isolamento em aviarios
comerciais de frangos de corte, e pelo alto grau de dificuldade no controle e
erradicacdo apos sua instalacdo na propriedade. Além da biosseguridade aplicada
na avicultura, formas alternativas de controle para Salmonella como acidos
organicos, probioticos e extrato de ervas estdo sendo estudados. Frente a isto, esta
dissertacdo foi dividida em dois capitulos, sendo o primeiro uma revisdo sobre
“Salmonella enterica subespécie enterica sorovar Heidelberg como causa de
toxinfeccdo em seres humanos” e o0 segundo um experimento intitulado “Avaliacéo
de acido céprico e um produto a base de extratos de ervas no controle de
Salmonella Heidelberg em frangos de corte”, onde foi evidenciada a capacidade do
extrato de ervas em reduzir o isolamento de SH em papo e ceco de frangos
infectados com este agente bacteriano.

Palavras-Chave: Salmonella Heidelberg, acido caprico, extrato de ervas.



ABSTRACT

Salmonella Heidelberg (SH) has been reported in commercial poultry in several parts
of the world as one of the most prevalent serovars of paratyphoid. This bacterium
has been causing severe toxinfection in humans due to the consumption of eggs and
meat products from infected poultries. In Brazil, Salmonella Heidelberg has been
detached because of its increasing insulation in commercial poultry of broiler chicken,
and for the high degree of difficulty in controlling and eradicating right after its
installation in property. Beyond biosecurity applied to aviculture, different ways of
controlling Salmonella as organic acids, probiotics and herbal extracts have been
studied. According to the facts already mentioned, this dissertation has been split in
two chapters. The first one is a review about “Salmonella enterica subspecie
enterica serovar Heildelberg as cause of toxinfection in humans” and the second
is an experiment called “Capric acid evaluation and a herbal extract based product
to control Salmonella Heidelberg in broiler chicken”, which evidenced the capacity of
herbal extracts in decreasing the isolation of Salmonella Heidelberg in crop and
caecum of infected poultries with this bacterial agent.

Key-words: Salmonella Heidelberg, capric acid, herbal extract

Xi
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INTRODUCAO GERAL

A Salmonella enterica sorovar Heidelberg (SH) é uma Salmonella paratiféide
pertencente ao grupo B, e € um frequente agente de infec¢des de origem alimentar,
sendo uma preocupacao em saude publica mundialmente (Davis et al., 2008; Nayak
et al., 2007; Demczuk et al., 2004; Amauvisit et al., 2001), por ocasionar infec¢cdes
invasivas e mortalidade em seres humanos (Han et al., 2012). Os sintomas mais
comuns de salmoneloses em seres humanos incluem diarréia, febre, colicas
abdominais que ocorrem de 12 a 72 horas ap6s o consumo de alimentos de origem
animal contaminados (CDC, 2010). A prevencédo e o controle destas doencas sao
um grande desafio ha alguns anos (Lahiri et al., 2010).

Em aves, o patdgeno SH, ndo induz sinais clinicos, mas acarreta prejuizos na
cadeia avicola devido a barreiras na exportacdo de produtos carneos, aumento nos
dias de vazio sanitario dos aviarios contaminados e segregacao e lavacao da planta
frigorifica apos o abate.

A preocupacao com todos estes aspectos da salmonelose em seres humanos
impbe que a cadeia avicola intensifique a biosseguridade no processo de producao
de carnes e ovos. Além disso, buscam-se ferramentas alternativas que possam
auxiliar na prevengéao e controle de SH na producgéo de aves, como é o caso do uso
de acidos organicos e extratos de ervas.

Acidos organicos sdo amplamente utilizados na alimentac&o e agua de bebida
de frangos de corte como aditivos antibacterianos (Alali et al., 2013; Immerseel,
2006; Dibner e Buttin, 2002). Fitoterapicos sdo uma classe relativamente nova de
aditivos para este controle. Ha evidéncias que sugerem que alguns extratos de ervas
sao estimulantes de apetite além de conferirem efeitos antibacterianos (Jang et al.,

2008; Botsoglou et al., 2004; Cowan et al., 1999). O modo de acdo dos extratos de
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ervas pode variar. Possiveis efeitos sdo a estimulacdo das enzimas enddgenas, a
regulacdo da microbiota normal do intestino e o efeito quimico (baixar o pH
intestinal) que podem ajudar a manter a saude dos animais (Williams e Losa, 2002;
Langhout, 2000). Embora numerosos estudos in vitro tenham demonstrado
propriedades antioxidantes e antimicrobianas dos extratos de ervas, ainda existem
poucos dados in vivo.

Brenes e Roura (2010) sugerem que estudos destinados na avaliagdo de
produtos naturais, como 6leos essenciais e extratos de ervas sao relevantes, uma
vez que sdo conhecidas suas atividade antibacterianas, porém com namero limitado
de ensaios em animais.

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi revisar conceitos relacionados
a toxinfeccdo em seres humanos causada por SH e avaliar experimentalmente aves
desafiadas com este sorovar e tratadas ou ndo com acido céprico e um produto a
base de extratos de ervas via agua de bebida.

Os capitulos foram elaborados nas normas para publicacdo na revista

Archives of Veterinary Science, da Universidade Federal do Parana.
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CAPITULO 1

“SALMONELLA ENTERICA SUBESPECIE ENTERICA SOROVAR HEIDELBERG

COMO CAUSA DE TOXINFECGAO EM SERES HUMANOS”
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INTRODUCAO

Em muitos paises a Salmonelose é causa predominante de enfermidades
transmitidas por alimentos, sendo o consumo de ovos e produtos carneos 0s
principais envolvidos em quadros de toxinfec¢cdes humanas (FAO/WHO, 2001).
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2007), a classificacdo taxonémica atual
esta baseada em estudos de hibridizagédo de DNA dividindo o género Salmonella em
apenas duas espécies, S. enterica e S. bongori. Por sua vez, a S. enterica esta
subdividida em seis diferentes subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae,
houtenae e indica. No entanto o esquema de Kauffman-White baseado nos
antigenos somaticos (O) e flagelares (H) diferenciam estas subespécies em milhares
de sorovares sendo utilizados rotineiramente na identificacdo deste género. Na
subespécie S. enterica foram identificadas 2.443 sorovares e entre estes inclui-se a
Salmonella enterica subespécie enterica sorovar Heidelberg. Os sorovares que
causam doenca em seres humanos estdo classificados principalmente na espécie S.
enterica subespécie enterica (FAO, 2010).

A subespécie Salmonella enterica sorovar Heidelberg (SH) € uma das cinco
principais Salmonelas associadas a toxinfecgdo em seres humanos e uma das mais
comumente isoladas em galinhas, perus e suinos (Foley e Lynne, 2008). Também
esta entre os sorotipos mais frequentemente isolados em ingredientes de origem
animal e ragdes, ocupando a quarta posicdo entre 0s sorotipos associados a
infeccbes em seres humanos nos Estados Unidos (Han et al., 2010). Segundo
Menconi (2011) este sorovar esta entre os trés principais isolados de pessoas com
toxinfecgdo alimentar por Salmonella na América do Norte, maior que em outras

regides do mundo. No Brasil, a SH foi isolada e é relatada desde 1962 em aves e
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produtos de origem avicola (Borsoi et al., 2011), sendo o 92 sorovar em ordem de
maior prevaléncia no pais ocorrendo, principalmente nas regiées Centro Oeste,
Sudeste e Sul. Entre estes, os estados do Sul aparecem com mais casos de
isolamentos, sendo a SH, a 52 Salmonella de maior prevaléncia na regido (Freitas e
Santos, 2011).

Tal como outras Salmonellas paratiféides, a SH € um patégeno de origem
alimentar para seres humanos, existindo apenas relatos ocasionais de transmissao
direta entre seres humanos ou de animal para seres humanos (Hennessy et al.,
2004).

Embora a maior parte das infecgdes por Salmonella sejam auto limitantes em
seres humanos e resolvam-se dentro de alguns dias, as toxinfec¢des por SH tendem
a causar uma porcentagem desproporcionalmente alta de infec¢des invasivas, para
as quais a terapia antimicrobiana é muitas vezes justificada, fazendo da resisténcia
aos antibidticos uma preocupacao. Sorovares resistentes tém sido isolados a partir
de seres humanos, carnes e ra¢des para animais (Han et al., 2010).

Preocupada com todos estes aspectos da salmonelose em seres humanos a
cadeia avicola vem intensificando a biosseguridade no processo de producédo de
carnes e ovos. Além disso, buscam-se ferramentas alternativas que possam auxiliar
na prevencgao e controle de SH em aves como é o caso do uso de prebioticos,
probioticos, acidos organicos e extratos vegetais.

Objetiva-se atraves desta revisdo abordar dados atualizados referentes a SH
no que se refere a doenga causada em seres humanos, resisténcia a antibioticos e

possiveis controles alternativos em aves.
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SALMONELLA HEIDELBERG E TOXINFECCAO EM SERES HUMANOS

Bactérias do género Salmonella sdo consideradas na maioria dos paises a
principal causa de toxinfec¢des alimentares em seres humanos associadas ao
consumo de produtos avicolas (Rodrigues et al., 2009). A SH é um sorovar
pertencente a subespécie Salmonella enterica enterica, sorogrupo B e € altamente
prevalente no Canada e nos Estados Unidos, mas é raramente relatada em paises
europeus. No Canada, a SH é classificada juntamente com S. Enteriditis e S.
Typhimurium como o0s trés principais sorovares responsaveis pelos casos de
salmoneloses humanas (Andrysiak et al., 2008).

Em investigacbes de infecgbes causadas por SH foram identificados
alimentos como carne de frango, suino, queijo cheddar e ovos associados a doenca
(Hennessy et al., 2004). Surtos de infeccbes em seres humanos por SH também
podem ser associados ao consumo de produtos de aves, incluindo nuggets de
frango e ovos (Andrysiak et al., 2008).

A SH é um importante patégeno animal que se tornou uma preocupacao em
Saude Publica devido a sua patogenicidade em humanos. Pesquisa publicada pela
Foodborne Diseases Active Surveillance Network (CDC, 2011) comparou 0 numero
de casos de doencas por contaminacdo alimentar em seres humanos nos Estados
Unidos e demonstrou que as toxinfec¢des causadas por Salmonella corresponderam
a 43,25% dos casos confirmados em laboratério e também foram maiores em
nameros de internacgdes (2.290 casos) e mortes (29 casos).

Com relagcdo ao Brasil, ndo existem dados estatisticos oficiais nem extra-

oficiais confiaveis sobre a ocorréncia de toxinfeccbes alimentares causadas por
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agentes presentes em carnes de aves e produtos avicolas industrializados (Sesti,
2004).

O periodo de incubacdo da doenca em seres humanos é de
aproximadamente 10 dias e em 47% dos casos sd0 necesséarios atendimentos
hospitalares (Currie et al., 2005). Porém, segundo o CDC - Centro de Controle e
Prevencéo de Doencas do Governo Norte Americano (2011), a maioria das pessoas
recupera-se sem tratamento. Infec¢des por Salmonella tendem a desenvolver febre,
diarréia e cdlicas abdominais 12 a 72 horas ap6s a infeccdo. Trinta e trés por cento
dos casos apresenta diarréia sanguinolenta (Currie et al., 2005). Ainda, segundo
Demczuk et al. (2003) as infec¢bes por SH sédo associadas a sintomas de doencas
graves, incluindo infec¢bes extra-intestinais, septicemia e miocardite.

Infecgbes por Salmonella podem se espalhar dos intestinos para a corrente
sanguinea e depois para outros locais do corpo podendo causar a morte se 0
paciente ndo for medicado rapidamente com antimicrobianos. Os adultos mais
velhos, criangcas e pacientes com comprometimento do sistema imune sao mais
susceptiveis a infec¢des graves por Salmonella (CDC, 2011).

Em um estudo populacional, Hennessy et al. (2004), verificaram que o
principal fator de risco para a infec¢ao esporadica com Salmonella foi o consumo de
ovos preparados fora de casa. Estes autores sugerem que medidas de controle para
diminuir a contaminagéo de ovos, poderiam reduzir substancialmente a incidéncia de
infecgdo por SH em seres humanos. Entretanto, resultados do trabalho de Currie et
al. (2005) indicam que nuggets e tiras de frango preparados em casa e ovos mal
cozidos também foram envolvidos como fatores de risco para infec¢cdes endémicas

de SH no Canada.
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A relacdo de consumo de alimentos de origem animal contaminados com
Salmonella também pode ser associada ao surgimento e propagacdo de cepas
resistentes a antimicrobianos, devido a utilizagao destes na producdo animal (Nayak,
2007).

O programa Canadense de Vigilancia a Resisténcia Antimicrobiana descreve
uma forte correlagéo entre cepas de Salmonella Heidelberg resistentes a Ceftiofur
com a incidéncia de toxinfecgcdo em seres humanos. A mudanga nesta resisténcia

aparece quando se reduz o uso de ceftiofur em incubatérios (Dutil et al., 2010).

SALMONELLA HEIDELBERG EM AVES

Ao longo dos anos, a SH ganhou destaque na producdo de aves da América
do Norte e em outros paises (Borsoi et al., 2011). A SH é um dos cinco principais
sorotipos mais comuns associados com a salmonelose humana e é normalmente um
dos sorovares mais frequentemente isolados em frangos de corte e matrizes de
postura, perus e suinos nos Estados Unidos e Canada (Andrysiak et al.,2008; Foley
e Lynne, 2008; Nayak et al., 2007).

As galinhas sdo geralmente infectadas com Salmonella através do trato
gastrointestinal apds a ingestédo de fontes alimentares contaminadas. Estas, aderem-
se e invadem atraveés das células epiteliais da mucosa e em seguida disseminam-se
sistemicamente para 0rgaos internos, incluindo o ovario e oviduto (Gast et al., 2005).
Segundo Borsoi et al. (2011) as alteragbes na mucosa intestinal causada por SH séo
semelhantes as causadas pela Salmonella Enteritidis, e apesar de pintos

desafiados com ambos sorovares permanecerem excretando bactérias nas fezes
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por mais de 20 dias, aves infectadas com SH excretam menor quantidade de
bactérias que aves desafiadas com S. Enteritidis.

Em estudo sobre o tempo de penetracdo da SH em ovos comerciais brancos
e marrons, Raghiante et al. (2010), constatou que a bactéria atinge o interior do ovo
branco em 2 horas e 16 minutos e em 2 horas e 44 minutos nos ovos de casca

marrom.

RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

Fatos preocupantes como o isolamento de cepas de Salmonella resistentes a
drogas antimicrobianas, em aves de corte, estdo sendo frequentemente relatados.
Santos et al. (2000) realizaram um trabalho com carcacas de frangos congeladas,
obtendo 32% de positividade. Nas amostras analisadas observaram resisténcia aos
diversos antimicrobianos testados, concluindo que o uso indiscriminado dos
antibioticos nos tratamentos das infec¢cdes das aves, contribui para a resisténcia
entre os diferentes sorovares de Salmonella, indicando possivel resisténcia cruzada
com os patégenos humanos. No estudo de Lynne et al. (2009), foram testadas
sensibilidades a antimicrobianos de 58 cepas de SH isoladas de frangos de corte,
onde foi verificado que 72% das cepas apresentaram resisténcia a pelo menos um
dos agentes antimicrobianos testados, enquanto 24% exibiram resisténcia conjunta
a oito ou mais antimicrobianos. A resisténcia mais observada ocorreu com
tetraciclina (71%), estreptomicina (62%) e kanamicina (52%).

Resultados ndo publicados obtidos no Laboratério de Microbiologia e
Ornitopatologia da UFPR no ano de 2012 evidenciaram, por meio do antibiograma, a
resisténcia de todas as dez amostras de SH isoladas a partir de propé de cama de

frangos para as tetraciclinas e em 20% dos casos para espectinomicina e
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lincomicina. Nos testes de Concentracao Inibitéria Minima (CIM), realizados a partir
destas SH isoladas, verificou-se resisténcia aos niveis recomendados para
tratamento das aves para fosfomicina, enrofloxacina, lincomicina, espectinomicina e
gentamicina.

Resisténcia bacteriana aos sanitizantes usados em abatedouros avicolas
também foram documentadas. Colla et al. (2012) demonstraram que em amostras
de SH isoladas em abatedouros e que eram sensiveis a Clorexidina e a Aménia
Quaternéria no ano de 2005, foram resistentes quatro anos apés frente aos mesmos
desinfetantes. Estes resultados indicam progressdo da resisténcia bacteriana a
estes sanitizantes e a necessidade de testes periddicos e alternancia de principios
ativos nos programas de higienizacao dos frigorificos.

A preocupagdo com cepas resistentes a antibioticos de sorovares de
Salmonella, principalmente aquelas responsaveis por toxinfeccbes humanas tornou-
se um desafio constante na producdo avicola e, por isso, a procura de meios

alternativos de controle estdo sendo exaustivamente estudados.

FORMAS DE CONTROLE

A forma mais efetiva de controlar Salmonella nas aves e, consequentemente,
em seus derivados utilizados para o consumo humano, se da através de um
criterioso programa de biosseguridade envolvendo todos os elos da cadeia avicola
(reprodutoras, incubatorios, fabricas de racéo, granjas e abatedouros).

Qualquer sistema de producdo que queira controlar (obter baixa taxa de
contaminacgdo), erradicar (quando ja contaminados) ou mesmo manter-se livre de

algum sorotipo especifico de Salmonella, jamais tera sucesso sem a implantacéo de
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procedimentos de biosseguridade direcionados ao controle da contaminagao
microbiana da racao final e/ou suas matérias primas (Sesti, 2004).

Aditivos medicamentosos alimentares para o controle de Salmonella incluem
antimicrobianos de uso profilatico e curativo, acidos organicos, 6leos essenciais,
prebidticos, probidticos e simbidticos (Immerseel et al., 2003). Através da Instrucéo
Normativa n® 65, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, o governo
brasileiro regulamentou o procedimento para o uso destes nas racdes e restringiu a
utilizacao de alguns antimicrobianos na producédo de frangos de corte. Devido a isto,
e concomitante a crescente preocupacdo com residuos de medicamentos nas
carcacgas, que possam causar danos a saude humana, os probiéticos, prebioticos,
acidos orgéanicos e 6leos essenciais de plantas estdo sendo pesquisados mais

intensamente nos ultimos anos.

PROBIOTICOS E PREBIOTICOS

A utilizacdo de microorganismos probioticos, substratos prébioticos que
enriguecem certas populacdes bacterianas ou combinacbes simbidticas de
probioticos e prebioticos (Patterson et al., 2003) tém sido estudadas para o controle
de Salmonella em aves. Probioticos sdo microorganismos vivos que influenciam
positivamente na melhora do balango microbiano intestinal (Rahimi et al., 2009).
Apesar de existirem dados publicados sobre a eficacia dos probioticos na reducéo
da colonizacéo intestinal por patégenos entéricos, o0s mecanismos de acao nao sao
totalmente compreendidos (Menconi et al., 2011).

Uma variedade de géneros microbianos séo utilizados como probidticos,
incluindo espécies de Bacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, E. coli, Lactobacillus,

Lactococcus, Streptococcus, leveduras e culturas mistas. Espécies de Lactobacillus
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e Bifidobacterium sao utilizadas mais frequentemente em seres humanos, enquanto
que espécies do género Bacillus, Enterococcus e Saccharomyces s&o o0s
microrganismos mais comumente utilizados na producao animal (Simon et al., 2001).
No estudo de Knap, et al. (2011) a utilizacdo de Bacillus subtilis em aves infectadas
com Salmonella Heidelberg mostrou que o uso deste probidtico reduziu
significativamente a carga de SH no trato intestinal dos frangos assim como no
ambiente, diminuindo o risco de infecgcdo entre as aves, bem como a possibilidade
do patégeno contaminar as carcacas no abatedouro. No estudo de Menconi et al.
(2011) o tratamento com probidtico de Lactobacillus spp na &agua reduziu
significativamente a presenca de SH em tonsilas e contetdo cecal em 24 e 72 horas
apos o desafio em frangos de corte. Estudo de Lourenco et al. (2012) também
demonstrou que o uso de Bacillus subtilis na racdo foi capaz de diminuir o
isolamento de S. Minnesota em frangos de corte desafiados.

Prebioticos séo definidos como ingredientes alimentares nao digeriveis, que
beneficiam o animal por estimular seletivamente o crescimento e a atividade
bioloégica de uma ou poucas espécies de bactérias no intestino, melhorando a saude
do animal (Menten e Loddi, 2003). Carboidratos ndo digestiveis, como parede
celular de plantas e leveduras estao classificados nesse grupo, pois sédo constituidos
de complexo de glicomananoproteinas, em particular de mananoligossacarideos,
capazes de ligarem-se a fimbria das bactérias inibindo a colonizacdo no trato
gastrintestinal, podendo também ser utilizados como nutrientes pelas bactérias
(Maiorka et al., 2001). Um dos oligossacarideos mais pesquisados e de acao
prebiotica sdo os mananoligossacarideos (MOS), derivados da parede celular de

leveduras Saccharomyces cerevisiae (Albino et al., 2006). Varios estudos tém
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demonstrado que a prevencéo da colonizacdo de Salmonella em frangos pode ser
alcancada com a utilizacdo de prebidticos na racdo (Babu e Raybourne, 2008;
Donalson et al., 2008). Spring et al., (2000) desafiaram frangos de corte com dois
tipos de Salmonella e encontraram menores concentragdes destas bactérias no trato

intestinal de aves suplementadas com MOS em relagéo ao tratamento controle.

ACIDOS ORGANICOS

Por definicdo, acidos organicos sao substancias que apresentam uma
carboxila na sua molécula. Assim, todos os acidos graxos, € mesmo 0S
aminoacidos, sdo acidos organicos, além de muitas outras substancias que se
enquadram nesta classificacdo. Quando o termo acido organico € empregado,
subentende que trata-se de &cidos graxos volateis de cadeia curta e que
eventualmente podem ser chamados de acidos fracos devido a menor propor¢éo de
carboxilas que os acidos fortes (Penz, 1993).

Os &cidos organicos sao comumente encontrados na natureza como
componentes normais de tecidos vegetais e animais. Além disso, sdo formados
através da fermentag&o microbiana no trato intestinal, constituindo parte importante
do suprimento energético dos animais hospedeiros. Por esse motivo, foi
estabelecido que os acidos organicos possuem fortes propriedades e sao
amplamente utilizados na industria alimenticia e de nutricdo animal para controlar o
crescimento de bactérias e fungos. Eles sao utilizados com sucesso na dieta de
leitbes para prevenir distdrbios digestivos pos desmame, atuando por diversos
mecanismos incluindo reducdo do pH intestinal, propriedades bacteriostaticas e
diversos efeitos metabodlicos da porcdo anibnica dos &cidos organicos apds a

dissociacao (Bellaver, 2004).
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Todo &cido tem uma ou mais constantes de dissociacédo (Ka), que podem ser
representadas pelo potencial de dissociacdo pKa (que é o logaritmo negativo da
constante de dissociacdo) e que identificam sua capacidade acidificante. Quanto
mais facil um acido doa seus hidrogénios para o meio, mais forte ele é considerado.
E entendido por pKa, o pH em que metade da substancia se encontra na forma nao
dissociada. O acido férmico, por exemplo, tem um pKa de 3,75, o que significa que
em um meio com pH 3,75 metade do 4cido esta na forma dissociada e metade na
forma ndo dissociada. Quando um &cido tem mais de um pKa significa que tem mais
de um proton para ser trocado. Isto aumenta a capacidade acidificante do composto
(Lehninger, 2006).

O principal mecanismo de acao esta relacionado a diminui¢éo do pH do meio,
assim acidos organicos podem passar através das membranas bacterianas e
dissociar-se no citoplasma para originar anions e prétons. O acumulo de anions no
citoplasma bacteriano tem sido demonstrado, ao menos parcialmente, como
responsavel pelos efeitos bactericidas dos acidos orgéanicos (Russell e Diez-
Gonzalez, 1998).

Immerseel et al.,, (2004) estudaram os efeitos de microcapsulas de acido
acético, formico, propionico e butirico incluidas na racdo sobre a colonizagcédo de
Salmonella Enteritidis no ceco, figado e no baco de aves. Estes autores verificaram
gue a colonizacao foi significativamente maior com microcapsulas de acido acético e
menor com o acido butirico. Ainda relataram que a eliminagéo fecal de Salmonella
em aves infectadas foi reduzida quando o acido butirico revestido foi utilizado como

aditivo na alimentacao de frangos de corte. Estes resultados indicam a existéncia de
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outro mecanismo além da reducdo de pH para que acidos de cadeia curta atuem
sobre Salmonella.

Pickler et al.,, (2012) observou que o0s acidos organicos reduziram
significativamente a excrecdo de Salmonella Enteritidis no papo e ceco de frangos,
porém foram pouco efetivos no controle de Salmonella Minnesota. Este fato levanta
a hipétese que a efetividade dos acidos organicos varia conforme o sorovar de
Salmonella, e ndo foram encontrados na literatura estudos especificos sobre o efeito
destes para SH.

Os &cidos organicos, se usados corretamente junto com medidas nutricionais,
de manejo e biosseguridade, podem ser uma boa ferramenta para manter a saude
do trato intestinal das aves, melhorando o rendimento zootécnico sem risco de
residuos na carne e ovos como o0s antibioticos (Pulici et al., 2008). Porém hé
necessidade de testes complementares para entender a efetividade destes para

cada sorotipo de Salmonella.

OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais sao produtos vegetais volateis extraidos por meio de
vapor, destilacdo ou atividade enzimatica sendo que alguns sao produzidos
sinteticamente. Atualmente s&o conhecidos aproximadamente 2.600 6leos
essenciais e na sua maioria estes consistem de misturas de hidrocarbonetos,
compostos oxigenados como alcool, ésteres, aldeidos e cetonas e uma pequena
porcentagem de nao volateis, tais como residuos de parafinas e ceras. Trabalhos
sugerem que alguns destes componentes tém propriedades estimulantes do apetite,
efeitos antibacterianos ou antioxidante (Zhang et al., 2005). Segundo Hoffman-

Pennesi e Wu (2010), os o6leos essenciais podem ser benéficos como aditivos
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alimentares promovendo a saude intestinal de frangos de corte e ajudando a reduzir
o risco de infec¢cOes bacterianas. No relato de Scheuermann (2005), uma importante
propriedade que tém se observado quando utilizam-se determinadas plantas
aromaticas ou temperos é sua influéncia na atividade enzimatica, com consequente
melhora da digestibilidade de nutrientes. Possivelmente, o estimulo da digestdo nédo
se restringe a ativacdo das enzimas digestivas pancreaticas, havendo também
contribuicdo de outros fatores como secrecdes gastrica, intestinal e biliar.

Muitas plantas apresentam propriedades benéficas derivadas a partir de
componentes bioativos, porém podendo existir variagbes nas suas composicoes
devido a fatores biologicos (espécie de planta, local de crescimento e condicbes de
colheita), industria (extracdo, destilacdo e estabilizacdo) e condigcbes de
armazenamento (luz, temperatura, oxigenacéo e tempo) (Huyghebaert et al., 2011).
A variagdo nos resultados in vitro da atividade antimicrobiana do 6leo essencial pode
estar relacionada ao clima e a regido onde a planta foi cultivada (Celiktas et al.,
2007), ao método de extragdo do 0leo, ao volume do inéculo, a fase de crescimento,
meio de cultura utilizado, pH do meio e tempo de incubacdo e temperatura (Rios et
al., 1988). Com isto, cada “blend” de Oleos essenciais e a concentragdo utilizada
podem apresentar respostas diferentes frente a determinados sorovares de
Salmonella.

O resultado do estudo de Amerah et al. (2012) demonstrou que a adicdo na
racdo de cinamaldeido p6de melhorar o desempenho de frangos de corte e
contribuir para a seguranga alimentar, diminuindo a incidéncia de transmissao

horizontal de infec¢do por SH entre aves em 77% em comparagdo com o controle.
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Nos resultados do experimento de Santurio et al. (2007) evidenciou-se a
especificidade da atividade dos 6leos essenciais de orégano, tomilho e canela sobre
20 sorovares de Salmonella, incluindo S. Enteritidis, S. Pullorum e S. Heidelberg,
sugerindo-se estudos adicionais para cada sorovar.

No trabalho de Bona et al. (2012) onde estudou-se a eficiéncia de um
composto vegetal contendo 6leo essencial de orégano, alecrim, canela e extrato de
pimenta vermelha observou-se que as aves que receberam dietas contendo
composto vegetal inicialmente (24 horas apO6s a inoculacdo) ndo apresentaram
diminuicdo na contagem de Salmonella, porém 72 horas apds a inoculacao
observou-se reducdo na excrecdo de Salmonella semelhante ao que ocorreu no
grupo tratado com avilamicina. Em estudo recente com aves desafiadas para SH e
utilizacdo de o6leos essenciais, Alali et al. (2011), observaram que frangos que
receberam O6leos essenciais apresentaram reducdo significativa de SH e melhor
ganho de peso comparativamente a outros tratamentos. Concluindo assim, que 0s
Oleos essenciais administrados via agua de bebida podem controlar a contaminacao
de SH em papos de frangos de corte.

Quanto ao residuo em carcaca dos compostos presentes nos Oleos
essenciais, Kohlert et. al (2000) relatam que os produtos do metabolismo, advindos
da absorcdo dos principios ativos, sdo transformados em compostos polares e
excretados na urina, sugerindo que a rapida metabolizacdo e a curta meia-vida dos
compostos, causem um risco minimo de acumulo nos tecidos, quando comparados

a antimicrobianos.
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CONSIDERACOES FINAIS

A Salmonella Heidelberg tem sido relatada em aves comerciais em diversas
partes do mundo como um dos mais prevalentes sorovares de Salmonella
paratiféide. Esta bactéria tem causado graves toxinfeccbes em seres humanos
devido ao consumo de ovos e produtos carneos provenientes de aves infectadas.
Devido a diversos estudos de resisténcia a antimicrobianos em seres humanos,
sugere-se mais prudéncia no uso destes na avicultura.

Além da biosseguridade aplicada na avicultura, formas alternativas de
controle para Salmonella como &cidos orgéanicos, prebiéticos, probibticos e Oleos
essenciais estdo sendo estudados.

Evidencia-se através desta revisdo a necessidade do controle da SH nos
plantéis de aves e a intensificagdo do estudo das formas alternativas de tratamento,
ja que em sua maioria, as variadas composicdes de acidos organicos e Oleos
essenciais tém diferentes respostas aos diversos sorovares de Salmonella

existentes.
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CAPITULO 2

AVALIACAO DE ACIDO CAPRICO E UM PRODUTO A BASE DE EXTRATOS DE
ERVAS NO CONTROLE DE SALMONELLA HEIDELBERG EM FRANGOS DE

CORTE
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RESUMO

A Salmonella enterica sorovar Heidelberg (SH) € um dos principais sorovares
isolados em aves no mundo e tornou-se de grande importancia no Brasil devido seu
crescente avanco em plantéis de frangos de corte, por seu dificil controle e
erradicacdo nos aviarios onde é identificada. Este sorovar foi relatado como
causador de toxinfeccdo em seres humanos, sendo importante seu controle. Varios
trabalhos demonstram efeitos benéficos quando da utilizacdo de extratos de ervas
assim como de acidos organicos sobre a flora intestinal, prevenindo ou diminuindo a
colonizagédo por Salmonella. Este estudo tem como objetivo avaliar a eficiéncia de
acido caprico e extrato de ervas na agua de bebida para controle de Salmonella
Heidelberg em frangos de corte desafiados com este agente. Foram utilizados 120
pintos de corte divididos em 4 tratamentos: T1 controle ndo desafiado e néo tratado,
T2 desafiado e tratado com &cido caprico, T3 desafiado e tratado com extrato de
ervas e T4 controle desafiado ndo tratado. Os resultados demonstraram que aves
que receberam acido caprico na agua de bebida ndo controlaram a presenca de SH
e apresentaram diminuicdo no numero de células caliciformes no ileo e significativo
aumento de células CD4+ e CD8+ neste mesmo fragmento. As aves que receberam
o tratamento com extrato de ervas apresentaram reducdo na contagem de SH no

ceco e papo e aumento de células caliciformes, CD4+ e CD8+ no ceco.
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ABSTRACT

Salmonella enterica serovars Heildelberg is one of the most isolated serovars
in the world and has became of great importance in Brazil due to its growing
development in broiler flock, for its hard control and eradication in aviaries which has
been identified. This serovar was reported as the causer of toxinfection in humans,
being of huge importance its control. Many papers have shown beneficial effects of
herbal extract use as well as organic acids in intestinal flora, avoiding or decreasing
colonization by Salmonella. The aim of this study was to evaluate capric acid and
herbal extract efficiency in drinking water in order to control Salmonella Heidelberg in
broilers with this agent. 120 broilers chick were used in 4 different treatments: T1
neither challenged nor treated control, T2 treated and challenged with capric acid, T3
challenged and treated with herbal extract and T4 not treated challenged control. The
results showed that poultries which received capric acid in drinking water did not
control Salmonella Heidelberg and showed decrease in goblet cells in the ileum and
significant increase of cells CD4+ and CD8+ in the same fragment. Poultries which
received herbal extract treatment showed decrease in Salmonella Heidelberg count

in crop and caecum and increased Goblet cells, CD4+ and CD8+ in their caecum.
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INTRODUCAO

A subespécie Salmonella enterica sorovar Heidelberg (SH) é uma das cinco
salmonelas mais importantes associadas a toxinfeccdo em seres humanos, e uma
das mais comumente isolada em galinhas, perus e suinos (Foley e Lynne, 2008;
Han et al., 2010). Segundo Menconi (2011) este sorovar esta entre os trés principais
isolados de pessoas com toxinfeccao alimentar por Salmonella na América do Norte.
No Brasil, a SH foi isolada e é relatada desde 1962 em aves e produtos de origem
avicola, sendo o 9° sorovar em ordem de maior prevaléncia no pais, ocorrendo
principalmente nas regides centro oeste, sudeste e sul (Freitas e Santos, 2011).

A forma mais efetiva de se controlar Salmonella nas aves, e,
consequentemente, em seus derivados utilizados para o consumo humano, se da
através de um criterioso programa de biosseguridade envolvendo todos os elos da
cadeia avicola. Aditivos medicamentosos alimentares para o controle de Salmonella
incluem antimicrobianos de uso profiladtico e curativo, acidos organicos, o6leos
essenciais, prebidticos, probidticos e simbidticos (Immerseel et al., 2003). Em
adicao, as restricbes ao uso de alguns antimicrobianos na producdo de frangos de
corte, e a crescente preocupacdo com residuos de medicamentos nas carcagas, tém
estimulado pesquisas com outros principios, em especial, o uso de acidos organicos
e extratos de ervas.

No que se refere aos acidos organicos o principal mecanismo de acao
descrito, segundo Russel e Diez-Gonzales (1998), esta relacionado a diminuigdo do
pH do meio intracelular, assim acidos organicos podem passar através das
membranas bacterianas e dissociar-se no citoplasma para originar anions e prétons.
O acumulo de anions no citoplasma bacteriano tem sido demonstrado, ao menos

parcialmente, como responsavel pelos efeitos bactericidas dos acidos orgénicos.
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Entretanto Pickler et al. (2012) demonstraram que acidos organicos podem ter sua
efetividade associada a varios fatores, entre eles o sorovar de Salmonella. Existem
alguns relatos sobre eficiéncia de acidos organicos para SH, porém nao existem
estudos avaliando o efeito do acido caprico sobre este sorovar de Salmonella.

Os aditivos fitogénicos de uso animal podem ser classificados como ervas (a
planta toda ou suas partes) e botanicos (extratos e 6leos essenciais) e, quando
adicionados em ragOes, podem proporcionar melhor consumo de racdo, aumento
das secrecOes digestivas, atividades antioxidativas e a eubiose (condicdo de
equilibrio da microbiota saudavel) do trato gastrintestinal dos animais (Gonzales,
2008).

O objetivo do presente estudo foi avaliar o uso de acido caprico e uma
formulacdo de extratos de ervas na agua de bebida de frangos de corte para o

controle de SH.

MATERIAL E METODOS
Experimento in vitro
Determinacdo das Concentracfes Inibitorias Minimas (CIM) dos produtos
testados

Foi utilizada a técnica de microdiluicio em caldo para avaliacdo das
concentracdes inibitérias minimas (CIM) do acido caprico e do extrato de ervas.
Utilizaram-se microplacas com 96 pocos com volume de 0,1 a 0,2 mL. O inéculo foi
preparado a partir de uma colbnia pura de SH armazenada em Agar Nutriente
(Oxo0id®), incubada em caldo BHI (Oxoid®) a temperatura de 37°C por 24 horas.

Esta suspensdo bacteriana foi diluida em solucéo fisiolégica 0,9% até atingir a
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diluicdo correspondente ao tubo 0,5 da escala de Mac Farland. Em cada orificio da
microplaca adicionaram-se 100 pL de caldo Mueller Hinton (Oxo0id®).
Posteriormente, adicionou-se 100 pL do produto a ser testado e procederam-se
diluicbes sucessivas deste. Em seguida, foram adicionados 10 pyL da suspensao
bacteriana & 10® UFC em cada orificio. A microplaca foi incubada em estufa regulada
a 37°C por 24 horas. Para o procedimento de leitura foi utilizado indicador de
crescimento bacteriano TTC (Triphenyl Tetrazolium Chloride) em solugéo de 1%. A
CIM foi dada pela concentragcdo mais baixa do produto testado que inibiu o
crescimento da SH.
Acido Caprico

O acido caprico foi utilizado na forma liquida e pura. Por ndo ser possivel
realizar a diluicdo em agua, precisou ser previamente diluido em solucdo de Tween
80 na proporcao de 2 partes de acido céprico para 1 de Tween 80, para
posteriormente ser diluido em agua de bebida dos animais.
Produto de extrato de ervas

O produto a base de extrato de ervas utilizado foi formulado pelo
LABMOR/UFPR e parceiros e encontra-se em fase de deposito de patente. Este
produto apresentava-se na forma liquida e foi facilmente diluido em agua.
Experimento in vivo
Instalacdes e animais experimentais

Foram alojados 120 pintinhos machos, com um dia de vida, de linhagem de
matriz Cobb®, oriundos de aves livres de vacinacdo contra Salmonella.

No primeiro dia do experimento todas as aves foram pesadas, identificadas
com anilha na membrana da asa e distribuidas de forma que o peso médio inicial

fosse equivalente nos diferentes tratamentos. Os animais foram alojados em salas
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desinfetadas, com pressdo negativa e em cama de maravalha esterilizada em
autoclave a 121° C por 15 minutos. Antes do experimento foram realizadas analises
laboratoriais onde foi comprovada a auséncia de Salmonella no ambiente de
alojamento. No primeiro dia foram realizadas eutanasias e necropsias de cinco aves
para determinar a auséncia de Salmonella no papo, ceco e figado dos animais.

As aves foram divididas em um delineamento inteiramente casualizado com
quatro tratamentos, cada um com 30 pintinhos de acordo com o quadro 1. Nos
tratamentos 2 e 3, aos 25 dias de vida e 11 dias ap6s o desafio, os animais foram
tratados na agua de bebida com os respectivos produtos até o 28° dia.

Os animais foram mantidos durante 28 dias com fornecimento de &gua e
racado ad libitum em temperatura de conforto de acordo com o recomendado pelo
manual da linhagem (Cobb, 2012).

Quadro 1. Descrigdo dos tratamentos experimentais.

Tratamento Desafio Principio em agua de bebida
T1 N&o desafiado -
T2 Salmonella Heidelberg Acido Céaprico (ImL/L)
T3 Salmonella Heidelberg Extrato de ervas (8mL/L)
T4 Salmonella Heidelberg -

Cepa e desafio

Para o preparo do inéculo usado no desafio, uma colénia pura de SH foi
retirada do Agar estoque e incubada em solucdo de BHI (Brain Heart Infusion) por
24 horas a 37°C. Em seguida, esta solucao foi semeada com swab em uma placa de
Agar Mueller Hinton por 24 horas a 37°C. A seguir, a placa foi lavada com solugéo

de NaCl 0,85% esterilizada e diluida até alcangar a concentracao correspondente a
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escala 0,5 de MacFarland, a qual correspondeu & concentracdo de 1,5 x 10® UFC
(Unidades Formadoras de Colbnias) de SH/mL (Pickler et al., 2012). Cada uma das
diluicbes foi semeada em PCA (Plate Count Agar, Oxoid®) para certificacdo da
contagem de colonias.

Aos 14 dias de vida todos os animais (exceto T1) foram desafiados por meio
de sonda via oral com 1 mL de solugdo de SH na concentracdo 10° UFC/mL. Os
animais do grupo nédo desafiado receberam solugéo salina esterilizada pela mesma
via.

Necropsias e coleta de amostras

Foram realizadas necropsias e coletas de materiais de seis aves no 19° dia e
de 10 aves no 28° dia do experimento. Amostras de papo, ceco e figado foram
coletadas de forma asséptica para contagem de colonias de Salmonella.
Fragmentos de ileo e ceco foram coletados para analise histolégica (células
caliciformes) e imunoistoquimica (células CD4+ e CD8+).

Antes da eutanasia, os animais foram submetidos ao jejum alimentar de 8
horas conforme padrédo em abatedouros de frangos de corte.

Analise microbioldgica

Para realizacdo do procedimento de contagem de Salmonella as amostras
dos fragmentos de papo, ceco e figado foram macerados e diluidos em agua
peptonada 2% em propor¢cao de 1:9 (1 grama de fragmento para 9 mL de agua
peptonada). Retirou-se 1 mL da solucdo inicial de agua peptonada 2% que foi
pipetada em tubo contendo 9 mL de agua peptonada 0,1% e assim sucessivamente,
até a diluicdo 10>. Posteriormente, foram retirados 100 uL de cada diluicdo que
foram dispensados em placas em duplicata em meio verde brilhante com 1% de

novobiocina, espalhando-se o liquido pela superficie da placa com uma alca de
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vidro. As placas foram incubadas em estufa regulada a 35°C por 24h e submetidas a
posterior contagem das col6nias (Pickler et al., 2012).

As solucdes iniciais de agua peptonada 2% foram incubadas a 35°C por 24h.
Apés esse periodo, transferiu-se 100uL de cada solucgéo inicial para tubos com 10
mL de caldo Rappaport-Vassiliadis e 1 mL para um tubo contendo 10 mL de caldo
Tetrationato, e incubados em estufa 42°C por 24h, para confirmacdo da presenca ou
auséncia de Salmonella (Pickler et al., 2012).

Os resultados das contagens de colonias foram realizados seguindo o0s
Procedimentos de Contagem de Colbnias de acordo com a Normativa n° 62
publicada em 26 de agosto de 2003 (BRASIL - MAPA). Em todas as analises,
amostras de cinco coldnias por placa positiva foram colocadas em agar Nutriente e
enviadas a Fiocruz para sorotipificacdo dos sorovares e confirmacédo se eram SH.
Histopatologia

Os fragmentos de ileo e ceco foram acondicionados em frascos contendo
solucdo de formol tamponado a 10%. Essas amostras foram submetidas a preparo
de laminas histologicas e coradas com Alcian Blue (Smirnov et al., 2004).
Posteriormente foram submetidas a leitura em microscopio 6ptico e contagem de
células caliciformes com leitura de 20 campos por grupo experimental em aumento
de 100 X.

Imunoistoquimica

Para as analises de linfécitos CD4+ e CD8+, as amostras de ileo e ceco
foram incluidas em gel Tissue-Tek O.C.T. (Miles, Elkhart IN, US), rapidamente
congeladas em gelo seco e posteriormente mantidas desta forma em freezer. Foram

seccionadas com 5 ym de espessura em um aparelho criostato e fixadas em laminas
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carregadas positivamente em acetona 100%. Em seguida foi realizada a re-
hidratacdo com PBS 0,1M pH 7,6, blogueio da peroxidase endégena com peroxido
de hidrogénio 3% por 5 minutos e proteina bloqueadora por 8 minutos. Os
anticorpos primarios utilizados foram Anti-CD4 (CT-4 Southern Biotech 1:100) e Anti-
CD8 (CT-8 Southern Biotech 1:100), incubados por 90 minutos a 37°C. Para
deteccdo da reacao utilizaram-se anticorpos secundarios anti-camundongo e anti-
coelho combinados num mesmo sistema de amplificacdo, kit ADVANCE®, por 30
minutos. Para revelacdo da reacdo foi utilizado cromégeno, kit DAB®, por 30
segundos. As laminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Meyer, lavadas
em agua com posterior desidratacdo e montagem das mesmas (Jeurissen et al.,
2000). Campos microscopicos com presenca de células positivas foram
quantificados em microscopia de luz com ampliagcdo de 100X. Foram analisados 20
campos para cada grupo experimental e para cada marcador de superficie celular.
Anélise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk, e aqueles
que apresentaram distribuicdo normal foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e posterior teste LSD a 5% de probabilidade. Os dados que né&o
apresentaram distribuicdo normal foram submetidos ao teste Kruscal-Wallis
(P<0,05). Os resultados foram comparados entre tratamento no mesmo periodo (19
ou 28 dias) e cada produto foi comparado dentro do mesmo tratamento antes e apos
O uso do produto. Resultados de microbiologia apresentados com

presenca/auséncia foram submetidos ao teste de qui-quadrado (P<0,05).
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RESULTADOS
Concentracao inibitéria minima

O resultado de CIM para o acido caprico foi 0,48 mL/L e para o extrato de
ervas 3,90 mL/L. Foram utilizados no experimento o dobro encontrado na CIM,
portanto 1 mL de acido caprico para cada 1 litro de dgua de bebida e 8 mL de
extrato de ervas para cada 1 litro de agua de bebida.
Anélise de Salmonella

Todas as amostras coletadas no primeiro dia de vida foram negativas para
Salmonella. Na tabela 1 sdo observados os resultados de contagem de SH no ceco
entre tratamentos no mesmo periodo e antes e depois do uso do produto dentro do
mesmo tratamento. Aos 19 e 28 dias, somente o grupo nao desafiado apresentou
(P<0,05) menor contagem de SH comparado aos demais tratamentos. Quando se
avaliou dentro de cada tratamento, antes e depois da aplicacdo do produto,
observou-se que aos 28 dias, depois de receber o produto, o tratamento com extrato
de ervas reduziu significativamente a contagem de SH quando comparado ao que
existia antes do uso do produto, mas isso néo foi verificado com o acido caprico.
Tabela 1 - Média e desvio padrdo da contagem de Salmonella Heidelberg no ceco

aos 19 e 28 dias de idade. Comparacdo entre tratamentos e antes e ap0s a
utilizacdo dos produtos (resultado expresso em Log 10).

Tratamento 19 DIAS 28 DIAS
Controle néo desafiado 0,000 b £ 0,00 0,0000 £ 0,00 b
Acido Caprico 1mL/L 4,276 + 1,04 a 4,457 + 0,69 a
Extrato de ervas 8 mL/L 5,418+ 0,66 Aa 2,497 + 0,89 B ab
Controle desafiado 4,150+ 0,52 a 3,644 £ 0,90 a

AB Médias significativamente diferentes ao teste de Kruscal-Wallis (P<0,05) na mesma linha.
ab Medias significativamente diferentes ao teste de Kruscal-Wallis (P<0,05) na mesma coluna.
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Na tabela 2 estdo apresentados os resultados de presenca/auséncia de SH
em figado e papo, ja que nao foi possivel realizar a contagem de UFC nas amostras
destes 6rgdos. Quando se avaliam os resultados entre tratamentos verifica-se que
aves tratadas com acido caprico apresentaram maior positividade para SH em
figado aos 19 dias que os demais tratamentos. Aos 28 dias as aves do tratamento
com extrato de ervas apresentaram menor positividade que os tratamentos
desafiado e tratado com &acido caprico, porém maior positividade que o grupo nao
desafiado, que foi totalmente negativo. Para amostras de papo aos 19 dias somente
0 grupo ndo desafiado foi negativo e significativamente diferente dos demais
tratamentos. Aos 28 dias, aves do grupo tratado com &cido caprico apresentaram
maior positividade que os demais tratamentos. Quando se avaliou cada tratamento
antes e depois da aplicacdo do produto, foi observado que o tratamento com &cido
caprico foi capaz de promover reducao de amostras positivas no figado (100% para
70%) apoés a utilizacdo do produto, mas nao apresentou este efeito no papo. No
tratamento com extrato de ervas observou-se diminuigdo significativa na contagem
de Salmonella no papo (83% para 40%), porém néo foi observado o0 mesmo no
figado. As aves do controle desafiado apresentaram diminuicdo na contagem de
UFC de SH no papo e aumento no figado.

Tabela 2. Presenca de Salmonella Heidelberg no figado e papo aos 19 e 28 dias.
Comparacéo entre tratamentos e antes e ap0s a utilizacdo dos produtos.

19 dias 28 dias
Figado Papo Figado Papo
Controle ndo desafiado 0/6 0% c 0/6 0% b 0/100 % ¢ 0/100 % d
Acido Céprico 1mL/L 6/6 100% Aa  6/6 100% a  7/1070% Ba  10/10 100 % a
Extrato de ervas 8 mL/L  3/650% b  5/683,33%Aa 5/1050 % b 4/10 40 % Bc
Controle desafiado 2/633,33% Bb  6/6 100 % Aa  8/10 80 % Aa 8/10 80 % Bb

AB Médias significativamente diferentes ao teste de Kruscal-Wallis (P<0,05) na mesma linha.
ab Mmedias significativamente diferentes ao teste de Kruscal-Wallis (P<0,05) na mesma coluna.
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Histopatologia e Imunoistoquimica

Nas avaliacfes de ileo, as analises demonstraram que aos 19 e aos 28 dias,
aves do grupo controle desafiado apresentaram maior quantidade de células CD4+ e
CD8+ que os demais tratamentos, e 0 grupo controle ndo desafiado apresentou a
menor quantidade de células caliciformes comparado aos demais tratamentos.
Quando se compara dentro de cada tratamento, antes e depois do uso do produto,
verifica-se que o tratamento controle de aves desafiadas e tratadas com &cido
caprico aumentou, aos 28 dias, o0 numero de células CD4+ e CD8+ comparado ao
encontrado nestes mesmos grupos aos 19 dias, sendo que o grupo tratado com
acido caprico diminuiu o niumero de células caliciformes enquanto o grupo controle
desafiado nao alterou o numero dessas células entre os dois periodos. No grupo
tratado com extrato de ervas verifica-se somente diminuicdo no nimero de células
caliciformes aos 28 dias, sem alteragdo no observado aos 19 dias para células CD4+
e CD8+.

Nos fragmentos de ceco, foi observado que as aves do grupo desafiado
apresentaram maior quantidade de células CD4+ e CD8+ que o0s demais
tratamentos aos 19 dias. Aos 28 dias, as aves do grupo néo desafiado apresentaram
menor quantidade destas células CD4+ e CD8+ que os demais tratamentos. Quando
se avaliou cada tratamento antes e depois da aplicacdo dos produtos verificou-se
que os tratamentos controle desafiado, extratos de ervas e com &acido caprico
aumentaram a quantidade de células CD4+ aos 28 dias comparado ao que existia
aos 19 dias. Porém, somente o grupo tratado com extrato de ervas aumentou as

células CD8+ no ceco aos 28 dias comparado ao numero existente destas células
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aos 19 dias. O grupo néo desafiado ndo apresentou alteracdo na presenca destas
células nos diferentes periodos.

Os resultados, aos 19 dias, entre tratamentos, demonstram aumento de
células caliciformes nas aves do grupo com &cido caprico em relagdo ao controle
nao desafiado, e o grupo de aves tratado com extrato de ervas, enquanto 0 grupo
somente desafiado apresentou contagem destas células semelhante
estatisticamente aos grupos tratado com acido céprico e extrato de ervas. Aos 28
dias, o tratamento com acido caprico apresentou maior quantidade de células
caliciformes no ceco quando comparado ao controle ndo desafiado e também ao
grupo desafiado. O grupo tratado com extrato de ervas apresentou contagem
semelhante de células caliciformes no ceco a todos os demais tratamentos.

Tabela 3. Contagem de células CD4+, CD8+ e de células caliciformes no ileo e ceco
das aves, nos diferentes tratamentos, aos 19 e 28 dias de experimento.

ILEO
CD4+ CD8+ Caliciformes
19 dias 28 dias 19dias 28 dias 19 dias 28 dias
Controle néao desafiado 4,15b 6,10b 3,90b 5,10b 48,75¢c 45,60b
Acido Caprico 290Bb 6,05Ab 230Bc 7,45Ab  9225Aa 64,75Ba
Extrato de ervas 4,20b 4,95b 4,55b 5,40b 61,15 Abc 44,50 Bb
Controle desafiado 570Ba 9,05Aa 6,90Ba 11,45Aa 76,30ab 64,30a
CECO
Controle ndo desafiado 7,00 a 4,95 b 3,20ab  2,55b 3,85b 485b
Acido Céaprico 250Bbc 7,70 Aa 395a 595a 7,00a 7,10a
Extrato de ervas 3,80 Bb 8,00 Aa 220Bb 755Aa 2,20Bb 5,50 Aab
Controle desafiado 2,20 Bc 8,50 Aa 4,50 a 580a 480ab 485b

AB Médias significativamente diferentes ao teste de LSD (P<0,05) na mesma linha.
abe Médias significativamente diferentes ao teste de LSD (P<0,05) na mesma coluna.
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Figura 1 — Fotomicrografia do ceco das aves do tratamento com extrato de ervas, aos 19 dias de vida
(a) e aos 28 dias de vida (b), em relacdo a quantidade de células CD4+ (indicadas pelas setas)
presentes na mucosa intestinal. (Histologia, 40X).

Figura 2 — Fotomicrografia dos cecos das aves do tratamento com extrato de ervas, aos 19 dias de
vida (a) e aos 28 dias de vida (b), em relagdo a quantidade de células caliciformes (indicadas pelas
setas) presentes na mucosa intestinal. (Histologia, 40X).
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Figura 3 — Fotomicrografia do ileo das aves do tratamento com acido céprico, aos 19 dias de vida (a)
e aos 28 dias de vida (b), em relacdo a quantidade de células caliciformes (indicadas pelas setas)
presentes na mucosa intestinal. (Histologia, 40X)

DISCUSSAO

Os resultados microbiologicos realizados no primeiro dia do experimento
comprovaram a negatividade das aves e dos equipamentos para Salmonella, assim
como todas as amostras do tratamento negativo, demonstrando a boa conduc¢éo do
experimento. Todas as coldnias enviadas para tipificacdo confirmaram ser de SH.

Apesar do acido caprico ter apresentado eficacia na reducdo de SH na
analise in vitro, quando se realizou a analise in vivo, este produto ndo foi eficaz em
controlar SH nas amostras analisadas, comparado ao grupo controle desafiado,
mesmo sendo utilizado o dobro da dosagem inibitéria minima calculada pela CIM.
Quando se avalia os resultados histologicos, também se verifica que o
comportamento foi semelhante entre o grupo tratado com &cido céprico e grupo

controle desafiado nos segmentos intestinais analisados.
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Segundo Le (2005) a unica forma de garantir que os acidos organicos sejam
efetivos, principalmente, que cheguem ativos as partes inferiores do trato
gastrintestinal, como o ceco, é protegendo-os dentro de uma matriz que tenha
capacidade de passar intacta pela regido anterior do trato digestorio, sem ser
inativado. Isto também pode ser comprovado através do trabalho de Lesson (2006),
que afirma que para se alterar o pH cecal, deve-se recorrer ao uso de &cidos
organicos de cadeia curta protegidos. Piva et al. (2007) também verificou que a
mistura de acidos orgéanicos (fumarico, malico, citrico e s6rbico) protegidos através
do processo de microencapsulacdo com gordura, apresentaram uma lenta liberacao
dos ingredientes ativos no intestino dos animais, prevenindo a rapida dissociacao
dos acidos organicos. O fato do produto utilizado ndo apresentar nenhuma protecéao,
como descritas nos estudos acima, podem ser um indicativo que justifique a falta de
sua estabilidade para controle de Salmonella no ensaio in vivo.

As analises microbiologicas demonstraram que o extrato de ervas utilizado
mostrou-se efetivo na diminuicdo das contagens de SH no papo e ceco. A falta de
efetividade no figado pode estar relacionada a necessidade de contato do produto
com a bactéria para que este efeito ocorra. Como as aves ja eram positivas para SH
quando iniciou-se o uso do produto, especula-se que o efeito do mesmo ocorra no
limen intestinal ndo tendo efeito para tratamento sistémico.

A Salmonella é considerada como agente patogénico intracelular e como
resultado a imunidade mediada por células T desempenha um papel importante
proporcionando protecédo contra a infeccdo. A imunidade das células T é mediada e
regulada por CD4+ (células T auxiliares) e CD8+ (células T citotoxicas) (Holt, et al.,

2010). O marcador celular CD4+ € uma glicoproteina de superficie expressa
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principalmente como um mondémero nas células T e timdcitos, mas também sobre 0s
macréfagos e células dendriticas. O marcador celular CD8 é uma glicoproteina de
superficie expressa em células T citotéxicas (Powell et al., 2009). A proporcao
CD4+/CD8+ pode ser utilizada para fornecer um padrdo de observacdo nas
alteracOes do estado imune durante a doenca (Wang et al., 2003; Liu et al., 2002).
Além disso, Lourenco (2011) descreve que em situacfes de desafio por Salmonella,
ocorre uma relacdo inversa entre o numero de linfécitos T (células CD3+) e a
expressao de células caliciformes na mucosa intestinal.

No presente estudo, o grupo controle desafiado apresentou aumento de CD4+
no ileo e ceco e de CD8+ no ileo e diminuicdo de células caliciformes nestes
segmentos, justificando essa capacidade do desafio com SH atrair CD4+ e CD8+
para a regido destes segmentos intestinais, e que existe relacdo inversa entre
presenca de linfécitos e células caliciformes na mucosa intestinal descrita por
Lourenco (2011). Este comportamento também foi observado no grupo tratado com
acido caprico, que nao teve efeito sobre o controle desta Salmonella.

No grupo tratado com extrato de ervas, apesar deste produto ter apresentado
reducao no isolamento de SH, continuou-se evidenciando aumento de células CD4+
e CD8+ no ceco, semelhante ao que ocorreu no grupo controle positivo, assim como
aumento de células caliciforme neste mesmo fragmento. Com este fato especula-se
que a acado do extrato de ervas no aparelho digestorio pode estar induzindo a
resposta imune, possivelmente devido a algum fator particular das ervas utilizadas.

O controle de Salmonella tem sido descrito na literatura para varias plantas
como pitanga (Rodrigues et al., 2005); pau-rosa e pimenta-da-jamaica (Marinho et
al., 2005); tomilho (Stelato e Resende, 2009), jamboldo (Loguercio et al., 2005);

coentrilho (Simionatto et al., 2004); hortela-branca (Stuker et al., 2005); orégano e
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tomilho (Santurio et al., 2007, Bona et al., 2012), mas pouco se sabe sobre seu
mecanismo de acado. Infelizmente por questBes confidenciais de patente nao sera
possivel especular sobre qual seria 0 mecanismo de acdo do extrato de erva
utiizado no presente estudo. Entretanto, verifica-se que apesar de diminuir a
presenca de SH em ceco e papo das aves, 0 extrato de ervas na agua de bebida
ndo diminuiu a presenca de células imunoldgicas como CD8+ no ileo e ceco dos
animais, o que seria esperado caso o efeito fosse somente antimicrobiano. E
possivel que o extrato de ervas utilizado também tenha algum efeito sobre a
imunidade local das aves. Kwon et al. (2009) verificaram que a canela-falsa inibiu
significativamente, in vitro e in vivo, a expressao de fatores pro-angiogénicos,
aumentou a atividade antitumoral das células T CD8+ pelo aumento de moléculas
citoliticas e sua atividade citotoxica. Shan et al. (1999) demonstraram que extrato de
ervas chinesas aumentaram a atividade de células T citotéxicas em ensaios com
linfécitos de seres humanos in vitro.

S&o0 necessarios maiores estudos para melhor entender o mecanismo de acao
e aplicabilidade do produto de ervas estudado. Da mesma forma, outros ensaios in
vivo protegendo o acido caprico sdo necessarios para verificar sua capacidade

antimicrobiana in vivo sobre SH.

CONCLUSAO
Os resultados obtidos no experimento demonstraram a baixa eficiéncia da
utilizacdo do acido caprico in vivo, no controle de SH em papo e ceco de frangos de

corte desafiados.
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O extrato de ervas avaliado apresentou resultados positivos na diminuicao da
contagem de SH no papo e no ceco de frangos de corte, podendo ser recomendado

como alternativa de controle de SH em aves.
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CONSIDERACOES FINAIS

Acidos orgéanicos tém sido utilizados em larga escala na avicultura industrial
devido sua acdo no controle de Salmonella. Porém, dentre os varios sorovares
existentes, e frente aos diversos acidos organicos disponiveis, avaliacdes precisam
ser realizadas, para que o acido organico a ser utilizado seja efetivo frente ao
sorovar de Salmonella que se deseja controlar. No presente estudo, o acido caprico
ndo apresentou resultados satisfatorios quando frangos de corte foram desafiados
com SH.

Os extratos de ervas ainda tém pouca utilizacdo em frangos de corte, porém
com o crescente banimento de varios principios ativos antimicrobianos, tém se
realizado estudos com as mais diversas ervas. Neste trabalho, pode-se comprovar o
efeito positivo do “blend” de extrato de ervas testado em aves desafiadas com SH.
As diminuicdes de contagem de SH no papo e ceco podem auxiliar a industria
avicola, ja que estes 6rgdos sdo grandes responsaveis por contaminacdoes em

abates frigorificos.



