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BRAZIL, Thiago Vinholi. Uso de vacina viva deletada e probidtico em frango de corte
infectados experimentalmente com Salmonella enterica sorotipo Heidelberg. 2014
folhas. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Federal do
Parana. Palotina, 2014.

RESUMO

A salmonelose tem sido o principal problema enfrentado na atividade avicola. Recentemente, tem
sido observado a campo um aumento do isolamento da Salmonella enterica sorotipo Heidelberg.
Esse trabalho testou 0 uso de uma vacina viva deletada para Salmonella Heidelberg e um probiético
contendo Bacillus subtilis, objetivando a diminuicdo da contaminacdo em aves, instalacfes e
carcacas de frango de corte. As aves foram desafiadas experimentalmente com um inoculo contendo
6x10" UFC/mI de uma cepa selvagem de Salmonella Heidelberg e divididas em quatro tratamentos:
controle (S); tratado com Bacillus subtillis (SP), tratado com vacina viva deletada (SV) e tratado com
vacina e probiético (SVP). A quantificacdo foi realizada através de suabe de arrasto da cama e pool
de suabe de cloaca, ambos realizados aos 7,14,21,28,35,42 dias. ApOs o abate fragmentos de pele e
peito foram coletados para avaliacdo qualitativa e quantitativa de Salmonella. O baco, figado e
coracdo foram coletados e submetidos a contagem e identificacdo de Salmonella. Fragmentos de
jejuno foram processados para imunoistoquimica (IHQ) para contagem de linfécitos T na mucosa.
Analise histoldgica foi realizada em amostras de figado, baco, coracao e intestino e as lesdes quando
presentes foram classificadas como ausentes, leve, moderada e acentuada. Cortes de jejuno foram
submetidos a coloracdo de PAS para evidenciacdo e contagem das células caliciformes, e
mensuracé@o de criptas e vilosidades intestinais. A analise estatistica foi feita através do teste de
regressdo das médias, que demonstrou variacdes significativas (P<0,05) no isolamento de
Salmonella da cloaca, revelando uma reduc¢do linear da concentracdo bacteriana ao longo do
experimento nos grupos SP, e SVP. Os grupos S e SV apresentaram um comportamento quadratico
com inicio da redugdo da contagem na cloaca a partir dos dias 32,3 e 17,75 respectivamente. A
contagem de colénias de Salmonella na maravalha nos grupos SV e SVP apresentou decréscimo
significativo (P<0,05) ao longo do experimento. Os grupos S e SP apresentaram um comportamento
quadratico com inicio da reducdo nos dias 20,9 e 18,4 respectivamente. Todos os tratamentos
apresentaram reducéo significativa na contagem bacteriana na carcaga quando comparados ao grupo
controle, mas ndo diferiram entre si estatisticamente. Nas amostras de visceras ndo houve
crescimento bacteriano. As vilosidades que tiveram as maiores mensurac¢des foram as do grupo S e
SP e o grupo SVP apresentou o pior resultado para altura de vilosidade. O grupo S apresentou a
maior profundidade de cripta e o tratamento SV estatisticamente a pior, porem a relagdo vilo cripta foi
maior nesse grupo. Na IHQ todos os tratamentos tiveram resultados superiores em relacdo ao grupo
S na contagem de linfécitos T. Ndo foram observadas lesGes microscopicas nas amostras de jejuno,
ceco e visceras analisadas. Os tratamentos utilizados promoveram uma reducdo na contagem de
Salmonella nas amostras, e aumento na contagem de linfécitos T, indicando que essas ferramentas
podem ser um importante aliado no controle da enfermidade. Em relagdo a integridade intestinal a
vacina obteve o melhor resultado em relacéo vilo/cripta.

Palavras chave: Controle, Heildelberg, imunoistoquimica, isolamento, morfometria, quantificacdo
bacteriana, Salmonella
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ABSTRACT

Salmonellosis is the main problem in the poultry activity. Recently an increase of Salmonella enterica
serovar Heidelberg isolation in the field has been observed. This study tested the use of deleted live
vaccine for Salmonella Heidelberg and a probiotic containing Bacillus subtilis in order to decrease the
contamination in chickens, avian installations and carcasses of broiler chickens. The birds were
experimentally challenged with an inoculum containing 6x10° CFU / mL of a wild strain of Salmonella
Heidelberg and divided into four treatments: control (S); treated with Bacillus subtilis (SP), treated with
deleted live vaccine (SV) and treated with vaccine and probiotic (SVP). Quantification was performed
by drag swabs and cloacal swab pool, both performed at 7,14,21,28,35,42 days. After slaughter
fragments of breast skin were collected for qualitative and quantitative analysis of Salmonella. Parts of
spleen, liver and heart were collected and subjected to Salmonella isolation and counting. Fragments
of jejunum were processed for immunohistochemistry (IHC) for counting T lymphocytes in the mucosa.
Histological analyzes were performed on samples of liver, spleen, heart and intestine and lesions
when present were classified as absent, mild, moderate and severe. Sections of jejunum were stain
with PAS for goblet cell count, and measurement of intestinal villi and crypts. Statistical analysis was
performed using the regression toward the means, which showed significant variations (P <0.05) in the
isolation of Salmonella from the cloaca. There were a linear reduction in bacterial concentration
throughout the experiment in groups SP and SVP test. The S and SV groups showed a quadratic
behavior with reduction in the cloaca counting at experimental days 32.3 and 17.75, respectively. The
colony count of Salmonella on poultry manure in SV and SVP groups showed significant decrease (P
<0.05) throughout the experiment. The S and SP groups showed a quadratic behavior with early
reduction in days 20.9 and 18.4 respectively. Statistical analyzes were performed using regression of
which showed significant variations (P <0.05) in the isolation of Salmonella from cloaca, revealing a
decrease in bacterial concentration throughout the experiment in groups SP, SV and SVP. The colony
count of Salmonella in shavings in all groups showed significant decrease (P <0.05) throughout the
experiment. All treatments showed significant reduction in bacterial counts in the carcass compared to
the control group but didn’t differ statistically. There wasn’t bacterial growth in viscera samples. The
villi that had the highest measurements were those of S and SP group and SVP group showed the
worst result for villus height. The S group showed larger crypt depth and treatment SV statistically the
worst; however, villous crypt ratio was higher in this group. At IHC all treatments had superior results
compared to the S group in the count of T lymphocytes. No microscopic lesions were observed in
samples of jejunum, cecum and viscera analyzed. The treatments promoted a reduction in the count
of Salmonella in samples, and increased number of T lymphocytes. These results indicate that these
tools can be important controlling the disease. In the evaluations of intestinal integrity, vaccine
achieved the best results in villus / crypt ratio.

Key Word: Control, Heildelberg, immunohistochemistry, isolation, morphometry, bacterial
quantification, Salmonella
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| INTRODUCAO

O Brasil hoje é o maior exportador de carne de frango no mundo e o terceiro
maior produtor, exportando carne para mais de 150 paises, inclusive para mercados
de alta exigéncia como Unido Europeia e Japdo. Nas Ultimas trés décadas a
producdo avicola tem alcancado seu desenvolvimento tecnoldgico, transformando-
se em uma atividade altamente especializada e industrializada tornando-se uma das
mais importantes fontes de proteina de origem animal no mundo (UBABEF, 2014).

A Salmonelose € uma das principais enfermidades que acometem a
avicultura. A importancia das salmonelas situa-se no fato de que além de perdas
econbmicas relacionadas a criacdo das aves, alguns sorotipos sdo agentes
causadores de enfermidades sistémicas e gastroentéricas em seres humanos
(WEISS et al., 2002).

As salmonelas causadoras do Paratifo Aviario quando colonizam o trato digestivo
dos frangos (alguns sorotipos de forma simbidtica) podem permanecer até o
momento de abate das aves, contaminando o produto final o que pode ocasionar
grave toxinfeccao alimentar as pessoas que consumirem esses produtos. De forma
semelhante, a infeccdo em galinhas poedeiras de ovos comerciais pode levar a
producdo de ovos contaminados, consequentemente levando o risco ao consumidor.
Neste caso, o risco de uma toxinfec¢do alimentar € maior em funcéo do habito de se
consumir ovos crus, 0 que nao ocorre com a carne de frango (AVILA, 2005).

O Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento criou o Programa
Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), com o objetivo de obter a garantia de
qualidade sanitaria dos produtos avicolas. Este programa prevé normas de controle
e/lou erradicacdo das principais doencas aviarias de transmissdo vertical
(salmoneloses e micoplasmoses aviarias) e horizontal, como a doenca de
Newcastle. As normas definem medidas de monitoramento das salmoneloses em
estabelecimentos avicolas de controle permanente e eventual destinados a
reproducdo e producdo de aves e ovos férteis. Os estabelecimentos certificados
deverdo ser livres de Salmonella enterica sorotipo Gallinarum (S. Gallinarum) e de
Salmonella enterica sorotipo Pullorum (S. Pullorum), bem como livres ou controlados
para Salmonella enterica sorotipo Enteritidis (S. Enteritidis) e Salmonella enterica
sorotipo Typhimurium (S. Typhimurium) (BRASIL, 1994).
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Recentemente tem-se observado a campo um aumento da frequéncia de
isolamento da Salmonella enterica sorotipo Heidelberg (S. Heidelberg). Esse
sorotipo possui caracteristicas especiais quando comparados aos demais sorotipos
normalmente isolados a campo, como a formacéo de biofilme e alta hidrofobicidade
(Rodrigues et al., 2008). Essas caracteristicas vém dificultando o seu controle
através das praticas comuns de biosseguranca. Com o aumento presenca de
Salmonella Heidelberg no campo temos o aumento da positividade na industria e
consequentemente no produto final o0 que pode gerar problemas as exportacdes de
carne de frango.

Por se tratar de um microrganismo ubiquo, o controle de Salmonella spp. em
ambiente de producdo é extremamente fastidioso. O controle da Salmonella spp. é
realizado através de medidas rigorosas de biosseguranca que comecam no topo da
piramide producao e se estendem por todo o processo de producgao.

O género Salmonella é uma das bactérias mais estudas atualmente no
mundo, resultando em um grande volume de publicacdes referente aos estudos de
caracteristicas da bactéria, resposta imune gerada pela bactéria e ferramentas de
controle de Salmonella na avicultura. Por outro lado, ainda existem varias questbes
a serem respondidas e o controle efetivo da bactéria na cadeia produtiva de aves
esta longe de ser atingido com o conhecimento adquirido até o momento (Barrow et
al., 2012).

A utilizacdo de exclusdo competitiva, através de probidticos e a vacinacao
podem fazer parte de um programa integral de controle, especialmente em situagcdes
onde a eliminacdo das bactérias no meio é invidvel. Com a pressédo internacional
pela reducdo do uso de antimicrobianos na producdo animal as pesquisas para
desenvolver essas ferramentas auxiliares de controle se tornam cada vez mais
importantes para a producao de aves comerciais.

Maldonado Galdeano et al., (2007) verificaram que quando incluimos
microrganismos probidticos na alimentacdo de aves podemos alterar a composicao
e a atividade da microbiota intestinal do animal, modular a resposta inflamatéria,
melhorar a barreira intestinal inespecifica e reforcar a resposta imune da mucosa ou
sistémica.

O uso de vacinas vivas ou bacterinas tem sido utilizado como uma importante
ferramenta de controle de Salmonela na cadeia produtiva de aves, com o objetivo de

reduzir a contaminacéo da ave pela bactéria e consequentemente a possibilidade de
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contaminagdo humana ao consumir produtos de origem avicola. Tanto as vacinas
vivas quanto as bacterinas proporcionam uma boa protecdo contra a infeccao por
Salmonella, porém nenhuma vacina até o momento demonstrou prevenir
completamente a infeccdo, o que reforca a ideia que a vacina € apenas uma
ferramenta auxiliar de controle, necessitando de um programa completo de
biosseguridade para obter um resultado satisfatorio no controle da bactéria
(ANDREATTI FILHO, 2012).

Il REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 Salmonella spp.

7 bY

O g¢género Salmonella é pertencente a familia Enterobacteriaceae. Sé&o
bactérias aerdbicas ou anaerObicas facultativas, bastonetes gram-negativos e
oxidase negativa. O género Salmonella se divide em duas espécies, Salmonella
enterica e S. bongori, que possui mais de 2500 sorotipos conhecidos. A Salmonella
enterica se divide em seis subespécies: S. enterica subesp. Enterica, S. enterica
subesp. salamae, S. enterica subesp. Arizonae, S. enterica subesp. Diarizonae, S.
enterica subesp. Houtenae, S.enterica subesp. Indica (FORSHELL e WIERUP,
2006).

Salmonella spp. causa doenca tanto em humanos quanto em animais. Os
sorotipos S. enterica subesp. enterica sorovar Gallinarum e S. enterica subesp.
enterica sorovar Pullorum sdo hospedeiro-especificos de aves e causam graves
infecgbes sistémicas, o Tifo Aviario e a Pulorose, respectivamente. Outros sorovares
hospedeiro-especificos sao: Salmonella Typhi para o homem, Salmonella
Choleraesius em suinos e Salmonella Dublin em bovinos (BARROW et al., 1996)

Salmonella enterica € a Unica espécie bacteriana que possui exemplos de
patotipos hospedeiro-especificos e patotipos com ampla gama de hospedeiros
(THOMSON et al., 2006).

Para a distincdo dos sorovares, sao utilizados antissoros que reagem com
antigenos presentes na célula bacteriana. Existem trés diferentes tipos de antigenos

gque podem identificar os sorovares de Salmonella sp.: antigeno somatico (O),
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antigeno flagelar (H) e o antigeno capsular de viruléncia (Vi) (Figura 1) (FRANCO e
LANDGRAF, 1996).

O antigeno somatico O apresenta-se na porcdo mais externa da parede
bacteriana e corresponde a parte antigénica da camada de lipopolissacarideos
(LPS) presentes na membrana celular de todas as bactérias Gram negativas como
Salmonella spp. (REEVES et al., 1996; SELANDER et al., 2002). Ja os antigenos H
da fase um sdo homologos a outras bactérias entéricas, enquanto antigenos H de

fase dois sé@o especificos do género Salmonella (BARROW, 2010).

Figura 1 — Microscopia de varredura de Salmonella. sp. Notar as
projecdes citoplasmaticas caracteristicas dos antigenos de
superficie.

Fonte:ttp://www.niaid.nih.gov/SiteCollectionImages/topics/biodefenserelate
d/SALMON_1.JPG
O género Salmonella é resistente a dessecacao e ao congelamento, podendo
sobreviver no meio ambiente por anos. Os antigenos na camada de
lipopolissacarideos (LPS) facilitam o contato direto da bactéria com o ambiente,
contribuindo na interacdo do agente com o hospedeiro, isso faz com que Salmonella
spp. possa resistir a diferentes locais e condigbes, como fezes, poeira, ambientes
secos, acidez do estbmago, limen do intestino, espaco extracelular dos tecidos do
hospedeiro e dentro de macréfagos (SUO et al., 2010).
Possui temperatura 6tima de crescimento de 35°C a 37°C, porém ainda é
possivel verificar o seu crescimento em temperaturas entre 7°C e 45°C. No entanto

sd@o sensiveis a exposicdo dos raios solares e a maioria dos desinfetantes como



18

fendis, clorados e iodados (BOROWSKY et al., 2006). A bactéria apresenta um
crescimento 6timo em pH entre 6,5 e 7,5 podendo tolerar condi¢cbes entre pH 4,5 e
9,0 (TORTORA et al., 2003).

2 Salmonella spp. na avicultura

As salmoneloses permanecem como um sério problema de saude publica e
uma das principais causas de perdas para o setor avicola. Este fato ocorre devido a
patogenicidade da bactéria e também pela habilidade de se adaptar a diversos
hospedeiros e permanecer no meio ambiente, dificultando assim o seu controle
(MACIOROWSKI et al., 2004).

Nos ultimos anos os produtos avicolas vém se destacando na ocorréncia de
surtos humanos de Salmonelose. Assim, tanto a presenca quanto a disseminacao
de Salmonella spp. nos alimentos representam uma relevante preocupacdo na
indastria avicola, podendo determinar o decréscimo no consumo de carne de aves,
representando uma ameaca a avicultura (IKUNO et al., 2004).

Avaliando a presenca de Salmonella em trés frigorificos do Sul do Brasil,
Dickel (2004) detectou 26,7% de positividade média, com 31,7% de positividade
antes do chiller e 20% de carcacas positivas depois da passagem pelo chiller. Os
sorovares identificados com a avaliacdo foram: S. Heidelberg (63,9%), S. Enteritidis
(31,9%), Salmonella enterica sorotipo Worthngton (2,1%) e Salmonella enterica

sorotipo Tennessee (2,1%).

2.1 Salmonella Heidelberg

A Salmonella enterica subesp. Enterica sorovar Heidelberg é pertencente ao
grupo de salmonelas paratificas, este sorotipo ndo é especifico de aves e causa
doengca em humanos através do consumo de carne de frango ou ovos
contaminados, gerando prejuizos para a industria, governo e riscos a saude publica.
Um dos fatores que contribui para alta incidéncia de salmonelas paratificas é o alto
grau de diversidade antigénica que esse género possui, facilitando sua adaptacéo a
diversos hospedeiros (BERNDT et al., 2007).

No Canada a Salmonella Heidelberg é um importante agente sob vista da

saude publica, alternando com a S. Enteritidis a posi¢cdo de segundo e terceiro lugar
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entre 0os sorovares mais isolados em humanos (DEMEZUK et al., 2003). Nos
Estados Unidos a Salmonella Heidelberg é o quarto sorovar mais isolado em casos
de salmonelose em humanos (CHITTICK et al., 2006).

Nascimento et al., (1996) estudaram a prevaléncia da S. Heidelberg em
industrias avicolas brasileiras e verificaram que este sorotipo estd presente em
15,1% de carcacas de frangos e 26,1% de cortes de frango. Borsoi et al. (2006) em
um estudo conduzido em abatedouros do sul do Brasil pesquisou a prevaléncia de
Salmonella em carcacas de frango de corte e verificou a presenca de 32% de S.
Enteritidis e 9% de S. Heidelberg.

Rodrigues et al., (2009) avaliaram 15 cepas de S. Heidelberg, isoladas de
abatedouros, quanto a caracteristicas de permanéncia da bactéria em plantas de
processamento de aves e verificaram que todas as amostras formavam biofilme em
placas de poliestireno, favorecendo a permanéncia da bactéria no ambiente de
abate de aves.

3 Controle de Salmonella na avicultura

Medidas gerais como boas préaticas de producdo devem ser tomadas de
forma a atingir todos os sorovares de Salmonella. A biosseguridade € a principal
ferramenta de controle de Salmonella na cadeia produtiva de aves e deve ser
aplicada em todos os elos que a compdem. Se necessarias, em casos de surtos,
acOes mais especificas como o uso de aditivos alimentares, vacinas e antibidticos,
devem ser implantadas contra sorovares de maior significAncia econdmica ou em
saude publica (BARROW, 2007).

O objetivo final é evitar a transmissédo vertical e horizontal garantindo a
auséncia do patdbgeno em aves reprodutoras e em aves de producao, diminuindo ao
maximo o numero de bactérias no ambiente e consequentemente no produto final
(BERCHIERI JUNIOR e FREITAS NETO, 20009).

Para Gast et al. (1997), varias medidas devem ser coordenadas e aplicadas
simultaneamente. Devido as varias fontes de contaminacdo e disseminagdo, o
controle de Salmonella spp. deve se basear na adocdo efetiva de medidas de
higiene e desinfeccdo, programas de monitoria em granjas reprodutoras,

incubatorios e granjas comerciais.
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Medidas complementares devem incluir o controle de roedores, restringir o
transito de pessoas e veiculos, evitar a criacdo de aves de diferentes idades e proibir
outras espécies de aves, animais silvestres e domésticos. Deve-se ainda buscar um
controle de moscas e outros insetos, e a adocdo de programas de higiene e
desinfeccdo efetivos. E importante lembrar que a acdo de desinfetantes pode ser
prejudicada pela presenca de matéria organica e que ndo se deve reutilizar cama
sem tratamento (BERCHIERI JUNIOR e FREITAS NETO, 20009).

A reutilizacdo de cama por varios lotes subsequentes € imprescindivel para
manter a viabilidade econdmica da criagdo de frangos de corte. Contudo a prética
deve ser realizada juntamente com adequado tratamento, a fim de minimizar a carga
bacteriana da cama (DAl PRA et al., 2012). Thaxton et al. (2003) concluiu que a
populacdo bacteriana da cama ndo aumenta com a reutilizacdo da mesma, sendo

assim nao existe razdo microbiolégica para a troca de cama de aviario ap4s o uso.

A cobertura da cama em toda extensédo do aviario apresenta bons resultados
na reducdo de Enterobactérias e no controle de vetores como o cascudinho
(Alphitobius diaperinus) (Figura 2) (Silva et al., 2007).

Figura 2.— Cobertura da cama do aviario objetivando o controle de
agentes com potencial capacidade de transmissdo de Salmonella

sp.
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3.1 Probidtico

Uma das medidas importantes a serem tomadas, no que se refere ao
controle de salmonelas, € manter a integridade do trato gastrintestinal das aves. Um
método que vem mostrando-se eficaz durante anos é o método da Excluséo
Competitiva (EC) ou Conceito de "Nurmi". Ele consiste na administracdo de
bactérias provenientes da microbiota intestinal de aves adultas em aves recém-
eclodidas, no intuito de excluir a presenca de microrganismos indesejaveis devido a
aceleracdo da colonizacdo intestinal por microrganismos benéficos (NURMI e
RANTALA, 1973).

O conceito de probidtico compreende microrganismos vivos que,
suplementados constantemente na dieta, afetam beneficamente o organismo
hospedeiro, atuando no equilibrio da microbiota intestinal (FULLER, 1989). Para um
probiético ser considerado eficaz deve exercer efeito benéfico; ndo ser patogénico
e/ou téxico; conter um grande numero de células viaveis; ser capaz de sobreviver ao
processo digestivo intestinal; manter-se viavel durante a estocagem até seu uso em
dietas; ter boa palatabilidade ou n&o interferir nas propriedades sensoriais; e ser
isolado ou detectado em seu hospedeiro (COLLINS e GIBSON, 1999).

O modo de acdo dos probiéticos ainda néo foi completamente esclarecido,
Varios autores sugerem que 0S processos que ocorrem independentemente ou
associados. Um destes é a exclusdo competitiva, em que o probiético competiria
com os patégenos por sitios de fixacao e nutrientes, impedindo sua adesao na célula
alvo (CROSS, 2002).

Bactérias da microbiota intestinal e/ou componentes dos probidticos podem
produzir e liberar compostos como as bacteriocinas, acidos organicos e peroxido de
hidrogénio, que teriam acao antibacteriana especialmente em relacdo as bactérias
patogénicas (SILVA, 2000). As bacteriocinas, foram definidas por Tagg et al. (1976),
como substancias produzidas por bactérias que apresentam acao bactericida ou
antagbnica a outros tipos de bactérias, e sdo frequentemente relacionadas com a
acao dos probidticos.

As bactérias intestinais utilizam ingredientes alimentares parcialmente
absorvidos pelo hospedeiro para produzir alguns &cidos organicos, como o

propidnico, acético, butirico, lactico, bem como peréxido de hidrogénio, cujo espectro
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de acdo inclui também a inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas Gram
negativas (PRICE e LEE, 1970; CHERRINGTON et al., 1990).

As bactérias probidticas também protegem os vilos e as superficies
absortivas contra toxinas irritantes produzidas pelos microrganismos patogénicos,
permitindo, assim, a regeneracdo da mucosa intestinal lesada (DOBROGOSZ et al.,
1991).

Profusa bibliografia, a maioria relatando estudos com bactérias acido-
lacticas, demonstra que os probidticos tém efeito imunoestimulante em animais e no
homem, apesar de ainda ndo estarem esclarecidos os mecanismos pelos quais isto
ocorre (CROSS, 2002). Esse efeito sugere que 0s organismos probiéticos interagem
com as placas de Peyer e as células epiteliais intestinais, estimulando as células B
produtoras de IgA e a migracéo de células T do intestino (PERDIGON e HOLGADO,
2000).

Também tem sido demonstrado que os probidticos favorecem a atividade
fagocitica inespecifica dos macréfagos alveolares, sugerindo uma acao sistémica
por secrecdo de mediadores que estimulariam o sistema imune (CROSS, 2002).

Lima et al., (2007) reportou que o Bacillus subtilis secreta enzimas
proteoliticas e lipoliticas, auxiliando o hospedeiro a digerir alguns substratos. Porém
esses microrganismos apenas transitam pelo intestino juntamente com o conteudo e
nao se aderem ao epitélio, atingindo o limen do intestino com maior namero de
microrganismos viaveis quando comparado ao Lactobacillus acidofilus. Tal
comportamento deve-se, ao fato desses microrganismos estarem na forma
esporulada e, consequentemente, ndo serem destruidos durante o processamento
da racdo. Sabe-se que o género Bacillus é resistente ao calor, umidade, calor seco,
a radiacdo ultravioleta, a radiagdo gama, agentes oxidantes e pressdo (KURTI,
2004), sendo de facil obtencéo e reduzido custo de producéo.

Lourenco (2012) demonstrou que a utilizacao de Bacillus subtilis na dieta de
aves desafiadas com Salmonella enterica sorotipo Minnesota (S. Minnesota)
provocou aumento na expressdo de células caliciformes e CD4+, representando
ativacdo da imunidade inata constitucional e especifica da mucosa intestinal das
aves. No mesmo estudo verificou-se também a reducéo na contagem de Salmonella
na cama 48h pos-desafio e também a reducdo de contagem no ceco das aves aos
35 dias de idade. Resultado semelhante foi demonstrado por Knap et al. (2011) onde

aves desafiadas com S. Heidelberg tiveram uma reducdo de 58% na contagem da



23

bactéria no ceco, quando alimentadas com dieta suplementada com Bacillus

subitilis.

4 Vacinas

A resposta imune para Salmonella depende da espécie hospedeira e do
sorotipo infectante. Muito do que se conhece sobre a imunidade contra Salmonella é
resultado de estudos sobre a infeccdo experimental de camundongos por
S.Typhimurium e as informagdes obtidas sdo aplicadas em infec¢cdes causadas por
outros sorotipos de Salmonella em aves (VAN IMMERSEEL et al., 2005).

A imunidade de mucosa do intestino € a primeira linha de defesa da ave
contra a Salmonella. E basicamente composta por imunoglobulinas (IgA) e o Tecido
Linféide Associado a Mucosa (MALT). Depois de ultrapassada a primeira linha de
defesa, a Salmonella desencadeia uma resposta imune sistémica, onde, tanto os
mecanismos de imunidade humoral quanto os mediados por células séo ativados e
desempenham papeis importantes contra infec¢cdes por esse agente (BERNDT et
al., 2007).

A microbiota normal tem papel importante na estimulacéo do sistema imune
e no amadurecimento dos componentes de defesa das aves. Estas bactérias
modulam a resposta imune pelo aumento ou diminuicdo de mediadores secretados
pelas células associadas ao intestino e pela estimulacdo de linfocitos T auxiliares e
supressores (BERG, 1985). Quando a ave é exposta a Salmonella e a bactéria inicia
0 processo de infeccdo, uma rapida resposta imune humoral é desencadeada. A
intensidade desta resposta pode ser afetada por varios fatores, incluindo a
intensidade do desafio (HASSAN et al., 1993), a viruléncia do organismo (HASSAN
e CURTISS, 1994b) e a via de administracéo e a idade do animal (Hassan e Curtiss,
1994a). Aproximadamente sete dias ap0s o contato com a Salmonella ja é possivel
detectar anticorpos no soro das aves (GAST e BEARD, 1990; HASSAN et al., 1991)
e esta resposta pode persistir por dez semanas ou mais. Utilizando o teste de
ensaios imunoenzimaticos (ELISA), Hassan et al.,, (1991) descreveram que a
primeira imunoglobulina a ser produzida é a IgM, seguida de IgG e IgA. Os niveis de
IgM e IgA diminuem gradualmente, enquanto que os niveis de IgG podem persistir

por periodos prolongados.
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Existe uma forte correlacdo entre a producdo de anticorpos e a reducao da
colonizacdo por Salmonella, confirmando a importancia do monitoramento desses
anticorpos apos o uso de vacinas inativadas (KAISER e LAMONT, 2001; KAISER et
al.,, 2002). No entanto, Beal et al. (2006), demonstraram que se removermos
cirurgicamente a Bursa de embribes de aves com 17 dias de incubacdo e
posteriormente desafiar essas aves na sexta semana de idade com S. Typhimurium,
o tempo de remocdo do agente no intestino € o mesmo do grupo nhao
bursectomizado, demonstrando que a imunidade humoral ndo € essencial para a

eliminagdo desse microrganismo em desafios contra esse sorovar.

A especificidade da resposta humoral também difere em infec¢des por
diferentes sorovares de Salmonella. Respostas humorais em individuos infectados
com diferentes sorovares geraram marcadores soroldgicos que demonstraram
protecdo cruzada para os antigenos LPS (NICHOLAS e CULLEN, 1991; BARROW
et al., 1992), em muitos casos devido a presenca do antigeno somético 12, presente

em varios sorovares.

As salmonelas podem realizar uma fase do ciclo de vida dentro das células
de seus hospedeiros, principalmente células do baco e figado (SHEELA et al., 2003;
DE BUCK et al.,2004), fato que sugere que a resposta humoral sozinha ndo seja
capaz de debelar a infeccdo (DESMIDT et al., 1998). O processo de “clearance” do
organismo infectado, realizado através de mecanismos imune dependentes de
anticorpos como a opsonizacéao e fagocitose, ocorre na fase extracelular da bactéria
(Roitt et al., 2003).

A Imunidade celular parece ser mais importante que a imunidade humoral
para a eliminacdo de salmonelas dos tecidos de aves, enquanto a resposta humoral,
principalmente por IgA e os leucocitos polimorfonucleares parecem ser importantes
na eliminacao intestinal da bactéria (BARROW e WALLIS, 2000).

Van Immerseelet et al. (2002) descreveram a dinamica da invaséo da parede
do ceco de pintos de um dia desafiados oralmente com Salmonella Enteritidis e
observaram, através de imunoistoquimica, que 24 horas apds o desafio havia
presenca de macrofagos e células T na mucosa do ceco, enquanto que os linfocitos

B apareceram somente algum tempo depois.
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A imunidade gerada através do tecido linféide associado ao intestino (GALT)
é um fator importante no sistema imunologico de aves, pois pode refletir na
imunidade em outros tecidos, ou sistemas fisiologicos do organismo, contra agentes
infecciosos. O GALT é um tecido exposto a antigenos do alimento, microbiota
normal do intestino e patégenos. Nas aves, este tecido esta presente em toda a
extensdo do trato gastrointestinal, porém a maior area € composta pelas placas de
Peyer e tonsilas cecais. O volume de linfécitos presentes compreendem de 45% a
55% de células B e 35% de células T envolvidas na producdo de anticorpos e
funcbes de imunidade celular (BEFUS et. al., 1980). As placas de Peyer sé&o
responsaveis por regular a producdo de IgA secretora, que é responsavel pelo

mecanismo de defesa associado a mucosa intestinal (YUN et. al., 2000).

Sheela et al. (2003) verificaram que a Imunoglobulina A (IgA), leucdcitos e
linfécitos associados a mucosa, constituem a primeira linha de combate a infec¢éo
causada por S. Enteritidis em aves. No mesmo estudo verificou também que a
secrecdo de IgA limita a colonizacdo da mucosa intestinal por S. Enteritidis,
prevenindo a aderéncia e subsequente invasdao e multiplicacdo da bactéria no
intestino. Resultado semelhante foi descrito por Desmidt et al. (1998) trabalhando

com o0 mesmo sorotipo e Brownell et al. (1970) trabalhando com S. Typhimurium.

Nas mucosas, o0 sistema imune pode agir por trés mecanismos: a) “exclusao
imune”, um termo utilizado para definir uma protegao de superficie nao inflamatéria
em colaboracdo com os fatores de defesa inatos; b) regulacdo imune, com
participacdo de células apresentadoras de antigenos (APC), ativacéo de linfocitos T
e B, liberacdo de citocinas e c) eliminacdo imune, que envolve a estimulacdo de
mediadores de células de defesa inata, assim como a producao de imunoglobulinas
(BRANDTZAEG et al., 1999).

Aves jovens tém poucas células produtoras de imunoglobulinas no intestino,
aumentando sua concentracdo como resposta a colonizacdo do trato
grastrointestinal (PARRY et al., 1977).

O objetivo da vacinacdo contra as salmonelas € impedir a aderéncia no
intestino, a multiplicacédo e excrecao da bactéria pelo organismo de aves infectadas,

e também a reducdo da colonizacdo de orgéaos, incluindo figado, baco e ovario.
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Assim, aves vacinadas podem suportar uma infeccdo e eliminar pelas fezes a
bactéria, mais rapidamente e efetivamente do que aves ndo imunizadas,
favorecendo assim a diminuicdo da pressdao de contaminacdo no ambiente
(SCHARR, 2003).

Apesar de varias vacinas serem desenvolvidas de forma experimental,
somente algumas s&o autorizadas para uso comercial, pois as cepas usadas para
preparacdo dessas vacinas precisam atender algumas caracteristicas para que
possam ser diferenciadas das cepas de campo (conceito DIVA — “Differentiating
Infected from Vaccinated Animals”), ser suficientemente imunogénicas e ainda

serem eliminadas do organismo da ave antes do abate (BARROW, 2007).

A eficacia de uma vacina é avaliada pelo nivel de colonizacdo intestinal e
sistémica do agente patogénico, bem como por taxas de morbidade e mortalidade
do hospedeiro infectado, pés-vacinacao e infeccdo experimental, assim como o nivel
de protecéo das vacinas depende da cepa desafio, da via de administracédo, da dose
infectante, idade, espécies ou linhagens de aves utilizadas (VAN IMMERSEEL et al.,
2004).

As vacinas mortas, também conhecidas como bacterinas, podem ser
preparadas contendo célula inteira ou subunidades da bactéria. Estas vacinas foram
utilizadas com resultados variados para a prevencao da infeccédo por Salmonella em
humanos e animais (PENHA FILHO, 2009).

Vérias pesquisas avaliaram a eficacia de vacinas inativadas. Gast et al.
(1992) evidenciaram que, apos desafio de S. Enteritidis, poedeiras vacinadas com
bacterina oleosa, inativada em acetona e contendo S. Enteritidis fagotipo 13,
apresentaram menor isolamento da bactéria de baco, ovario e oviduto. Todavia a
proporcao da eliminacdo de S. Enteritidis nas fezes ndo diferiu estatisticamente do
grupo de aves vacinadas (59,8%) e ndo vacinadas (58,8%). Resultados similares
foram encontrados por Barrow et al. (1990), os quais também notaram que aves
vacinadas com bacterina continuaram a excretar S. Typhimurium pelas fezes. Na
figura 3 podemos observar a vacinagcdo de matrizes pesadas com vacina inativada
de S. Enteritidis.
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Figura 3 - Matriz de corte recebendo vacina inativada contra
Salmonella Enteritidis pela via intramuscular.

Fonte: Fort Dodge Saude Animal LTDA (2008).

Bacterinas podem reduzir a mortalidade de aves por Salmonella no caso de
Tifo e Pulose Aviaria. Contudo, as vacinas vivas sdo consideradas, atualmente, as
alternativas mais apropriadas, uma vez que também podem ser administradas
oralmente. S&o mais efetivas em prevenir a infecgéo por Salmonella, induzindo forte
resposta imune celular e humoral (sistémica e local), contra o agente in vivo,
enguanto bacterinas estimulam apenas a resposta imune humoral, contra antigenos
produzidos in vitro (BARROW e WALLIS, 2000).

O uso de vacinas vivas contra salmonelas hospedeiro-especifica, que
causam doenca severa induz a forte imunidade mediada por células (RANA e
KULSHRESHTHA, 2006), devido a alta invasividade e a apresentagdo sistémica de
antigenos integros e especificos. As vacinas podem diminuir o risco a saude publica
decorrente da presenca de Salmonella spp. em produtos de origem aviaria, por meio
da reducéo da colonizacao do trato reprodutor, assim como a reducao da excrecao

fecal.
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As cepas que tem sido empregada sdo mutantes de cepas “selvagens”
defectivos em algum gene, geralmente o gene aro A, apresentando dificuldades em
sintetizar os seus proprios aminoacidos aromaticos. Alteracdo essa, que deve ser
permanente e permitir que a bactéria sobreviva por algum tempo no hospedeiro para
provocar uma resposta imune (VAN IMMERSEEL et al., 2005).

As vacinas vivas tem como vantagem 0 uso massivo em criacoes de aves,
devido ao método de aplicacdo, que pode ser em spray ou via oral na agua de
bebida. O que diminui muito a méo-de-obra de aplicacdo e favorece o uso da vacina
viva na avicultura (ANDREATTI FILHO, 2012).

Ainda como vantagem as vacinas vivas apresentam reacdo cruzada em
sorotipos de Salmonella como, por exemplo, a prote¢do contra o grupo D oferecida
por aves vacinas com cepas do grupo B. E também a imunidade promovida pela
vacina viva mais antiga e classica da avicultura, a vacina viva contra S. Gallinarum
9R que induz imunidade cruzada contra S. Enteritidis (ANDREATTI FILHO, 2012).

Curtiss e Hassan (1996), usando aves SPF (Specific Pathogen Free),
vacinadas com uma cepa atenuada de S. Typhimurium (x3985) e, posteriormente,
desafiadas com diferentes sorovares e grupos de Salmonella, observaram que duas
doses da vacina evitaram a colonizacdo de 6rgaos para os grupos B, D, E e
reduziram significativamente a colonizagéo intestinal para o grupo C. Entretanto, a
protecdo cruzada foi menos evidente para antigenos flagelares, embora algum grau

dessa protecéo possa ocorrer (THORNS et al., 1996).

As cepas vivas atenuadas de Salmonella, quando administradas por via oral,
podem ocupar lugar na microbiota intestinal e competir com cepas homologas
selvagens durante os primeiros dias apos a vacinacdo. Esta acdo adicional da cepa
vacinal ocorre durante um periodo critico, quando a resposta imune e limitada
(COOPER, 1994).

Babu et al. (2004), testaram a eficacia de uma vacina viva, derivada de uma
cepa mutante de S. Typhimurium e de uma bacterina em emulsdo oleosa, em aves
posteriormente desafiadas com S. Enteritidis. No grupo em que as aves receberam a
vacina viva observou se reducdo de S. Enteritidis nos 6rgdos examinados e nas

fezes. A vacina inativada estimulou a resposta imune humoral, mas nao foi capaz de
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gerar uma resposta imune mediada por células. Apds o desafio, ocorreu uma grande
deplecdo no numero de linfécitos B em todas as aves, mesmo assim, observou-se
que a reducao de S. Enteritidis foi maior no grupo de aves que recebeu a vacina
viva. Isso sugere que a vacina viva produza fatores que possam compensar o déficit

de linfocitos B e combater a infeccao por S. Enteritidis nas aves.

Springer et al. (2000) e Clifton-Hadley et al. (2002) demonstraram que a
vacinacdo ndo resultard em uma protecao absoluta, pois o agente podera colonizar
o0 intestino das aves vacinadas. O beneficio do uso da vacina esta relacionado ao
melhor preparo do hospedeiro para a uma rapida resposta imunolégica e na
agilidade da eliminacao do agente (BARROW, 2007).

I OBJETIVO

1 Objetivo geral

Avaliar a eficiéncia dos tratamentos com vacina viva deletada e probiético,
no decréscimo da contagem de Salmonella enterica sorotipo Heidelberg na cama,

cloaca e carcacas de frangos de corte experimentalmente infectados.

IV MATERIAL E METODOS

1 Local

O experimento foi realizado no Biotério de aves da Universidade Federal do

Parana — Setor Palotina. A execucao do experimento foi aprovada pela comissdo de
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ética e uso de animais — CEUA, sob o protocolo n° 09/2013-CEUA/ Palotina, estando
de acordo com os principios éticos na experimentagdo animal adotado pelo Colégio

Brasileiro de experimentacdo (COBEA).

2 Aves

Foram utilizados 160 pintos, com um dia de idade, da linhagem Ross,
provenientes de um incubatério comercial de frangos de corte. As aves foram
alojadas em gaiolas experimentais, medindo 120x80 cm, com comedouro coletivo,
quatro bebedouros e lampadas de aquecimento. Para mimetizar a situacédo de
campo as gaiolas foram forradas com 15 cm de maravalha. As aves receberam
racdo e agua Ad libitum. O manejo das aves e o programa nutricional e de luz
seguiram as recomendac0fes para a linhagem utilizada. Toda a racdo e a maravalha
utilizadas ao longo do experimento foram submetidas a analise microbioldgica,
visando principalmente a identificacdo de Salmonella spp. As analises foram
executadas no laboratério de microbiologia da Universidade Federal do Parana —

Setor Palotina, localizado na cidade de Palotina — PR.

3 Amostra bacteriana

Foi utilizada uma cepa selvagem de Salmonella enterica sorotipo Heidelberg
isolada de um surto em uma granja comercial do estado do Parana. Um pool de
suabes de cloaca dessa unidade produtora foi remetido a um laboratério particular
de referéncia® localizado no municipio de Cascavel - PR para a realizacdo do
isolamento e a sorotipificacdo. As colénias foram semeadas em meio de transporte e
encaminhadas ao laboratério de Doencas Infecciosas dos animais domésticos da
UFPR, Setor Palotina.

! Laboratério Mercolab, Cascavel, Parané, Brasil.
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4 Preparo do inoculo de Salmonella enterica sorotipo Heidelberg

Colonias de Salmonella enterica sorotipo Heidelberg, foram replicadas em
duas placas de &gar MacConkey® e incubadas a 37°C por 24h. O inoculo foi
preparado adicionando-se as col6nias bacterianas em 500ml de caldo nutriente®.
Este foi incubado a 37°C por 24h sob agitagdo constante (100rpm).”

5 Quantificagéo do inoculo

Para a quantificacdo do inoculo foi realizado o método das de dilui¢cdes
seriadas. Com o auxilio de uma pipeta graduada, uma aliquota de 1 ml da solucéo
concentrada de cultura bacteriana foi adicionada a um tubo de ensaio contendo 9ml
de PBS estéril (diluicdo 10™). Apés homogeneizacao foi adicionado 1mL da solucédo
primeiramente diluida (de concentragdo 10™) em um novo tubo de ensaio contendo
9ml de PBS estéril obtendo-se a diluicdo 102 . Esse procedimento foi executado

sequencialmente até a diluicdo de 10™°.

Posteriormente, com o auxilio de uma pipeta estéril, retirou-se 0,1mL de
cada diluicio e esta foi espalhada com o auxilio de uma alca de Drigalsky
homogeneamente sobre a superficie de placas contendo Agar MacConkey. As
placas foram acondicionadas em estufa microbiolégica por 37°C por 24h. A
contagem foi realizada na maior diluicdo em que foi possivel observar colénias

caracteristicas isoladas.

6 Preparo e administracéo do probidtico

A Racédo comercial utilizada, a base de milho e farelo de soja, ndo continha

nenhum aditivo, exceto premix e foi acrescida a 8x10°> UFC/g de Bacillus subtillis* na

>DB DIFCO™, Agar MacConkey, cat n° 212123, Interlab, S&o Paulo, SP, Brasil
* DB DIFCO™, NutrientBroth, cat n° 0003-17, Interlab, S&o Paulo, SP, Brasil
“Gallipro C, ZOETIS Satde Animal, Brasil.
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dose de 1kg por tonelada. Essa racao foi administrada aos grupos que receberam
probidtico desde o primeiro até o Ultimo dia do experimento.

7 Vacinacao

Os pintos foram vacinados logo ap6s nascimento, por meio de aspersao,
com a vacina viva deletada POULVAC ® ST na dose recomendada pelo fabricante.

No 14° dia foi ministrado o reforco vacinal de forma oral, via agua de bebida.

8 Administracao do inoculo

No dia 1 de experimento foi inoculado 1mL do inoculo, contendo Salmonella
enterica sorotipo Heidelberg, diretamente no inglavio das aves utilizando-se uma

pipeta de vidro de 1ml.

9 Coleta de meconio para isolamento de Salmonella spp.

No dia da chegada dos animais 0 mecénio presente no fundo das caixas de
transporte foi coletado e acondicionado em sacos plasticos estéreis contendo 25 mi
de meio de pré-enriquecimento (Agua Peptonada Tamponada® estéril a 1%) para

subsequente isolamento bacteriano de Salmonella spp.

10 Suabe de cloaca

Aos dias, 7, 14, 21, 28, 35 e 42 do experimento foram realizados suabes de
cloaca utilizando-se um suabe estéril. Em cada repeticdo dos tratamentos quatro
aves eram pegas aleatoriamente e um uUnico suabe eram introduzidos na cloaca dos
animais (pool de cloaca). O suabe foi acondicionado em 10ml de meio de pré-
enriquecimento (Agua Peptonada Tamponada estérii a 1%) para subsequente

isolamento bacteriano de Salmonella spp.

® Fort Dodge Animal Health
°pB DIFCO™, Buffered Peptone Water, cat n° 218105, Interlab, S&o Paulo, SP, Brasil.
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11 Suabe de arrasto

Nos dias D7, D14, D21, D28, D35 e D42 do experimento foram realizados
suabes de arrasto em todas as repeticfes. Para tanto se utilizava um propé cal¢cado
em mao enluvada. Apds passagem por toda a extensdo da gaiola, o propé era
acondicionado em 25ml de Agua Peptonada Tamponada estérii a 1% para
subsequente isolamento bacteriano de Salmonella spp.

12 Coleta de pele

Aos 42 de idade, ap0s a depena e evisceracdo das carcacas um pool de
fragmentos de pele de quatro frangos de cada repeticdo foram coletados de acordo
com COSSI et al. (2012). Resumidamente, um fragmento de pele e musculatura
medindo aproximadamente 3x4cm foi coletado de forma asséptica da regido
superior direita do peito das aves. Esses tecidos foram acondicionados em um saco
estéril contendo 50ml de Agua Peptonada Tamponada estérii a 1% para

subsequente isolamento bacteriano de Salmonella spp.

13 Coleta de coracéo, figado e baco

No D42 ap6s a depena e abertura da cavidade celomatica fragmentos de
coracdo, baco e figado de quatro aves, coletados de forma asséptica, foram
acondicionados em sacos plasticos estéreis contendo 25ml de Agua Peptonada

Tamponada estéril a 1% para subsequente isolamento bacteriano de Salmonella

Spp.

14 Metodologias empregada no isolamento de Salmonella spp.
14.1 Pré-enriquecimento das Amostras

As amostras de meconio, pool de suabe cloaca, suabe de arrasto, pool de
amostras pele, pool de amostras de coracao, pool de amostras de figado e pool de
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amostras de baco imersas em Agua Peptonada Tamponada’ estéril a 1% foram
incubadas em estufa a 37°C por 18-24 horas, sob condi¢cdes normais de aeragao
(Galdino, 2010).

14.2 Enriquecimento Seletivo

Aliquotas de 1ml, provenientes do pré-enriqguecimento, foram transferidas
para 10 ml de caldo Selenito® e incubadas em estufa a 37°C por 24 horas, sob

condi¢cBes normais de aeracdo (Galdino, 2010).

14.3 Isolamento e Quantificacdo

ApoOs o enriquecimento uma amostra de 1ml do meio seletivo foi diluida
decimalmente em 9ml de solucédo salina estéril, pH7,4 (PBS) na propor¢édo de 1:10
até a diluicdo de 10®. De cada diluicdo foram retiradas duas gotas com o auxilio de
uma pipeta de Pasteur estéril. Estas foram semeadas com algca de Drigalsky
homogeneamente sobre a superficie de placas de Petri contendo meios seletivos
Agar verde brilhante® (AVB) e Agar MacConkey 4. As placas foram incubadas a
37°C por 24h sob condigbes normais de aeracdo. O numero de col6nias por meio

seletivo foi transformado em Log de base 10 para a tabulagéo dos resultados.

15 Identificacao dos isolados

As colbnias suspeitas de Salmonella sp. foram identificadas pelas
caracteristicas morfolégicas e bioquimicas. Para as provas bioquimicas foram
utilizados os meios Triple Sugar Iron agar'! (TSI) e caldo uréia'’. Os meios foram
semeados e incubados em estufas por 18-24 horas a 37°C, sob condicbes normais
de aeracédo (Clarke e Gyles, 1993; Bessa et al., 2004).

DB DIFCO™, Buffered Peptone Water, cat n° 218105, Interlab, S&o Paulo, SP, Brasil.
®DB DIFCO™, Selenite Broth, cat n° 218581, Interlab, S&o Paulo, SP, Brasil.

° DB DIFCO™, Brilliant Green Agar, cat n° 228530, Interlab, Sao Paulo, SP, Brasil.
B DIFCO™, Agar MacConkey, cat n° 212123, Interlab, S&o Paulo, SP, Brasil

' pB DIFCO™, Triple sugar ironagar, cat n° 226540, Interlab, S&o Paulo, SP, Brasil

2 DB DIFCO™, UreaBroth, cat n° 227210, Interlab, Sao Paulo, SP, Brasil
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Semanalmente uma amostra de suabe de cloca e uma amostra de suabe de
maralha positiva para Salmonella de cada tratamento foram enviadas para um

laboratorio de referéncia para a isolamento e sorotipificacdo da cepa.

16 Histopatologia

A avaliagao histopatologica seguiu o protocolo preconizado por LUNA et al.
(1968). Amostras de figado, coracdo, baco, ceco e jejuno, oriundas de quatro
animais de cada repeticao, foram fixadas em uma solucdo de formol tamponado a
10%, embebidas em parafina e processadas em cortes de 5um de espessura para
coloragdo por hematoxilina e eosina (H&E). As amostras foram analisadas quanto a
presenca de células inflamatdrias e necrose tecidual e as lesdes quando presentes
foram quantificadas de acordo com a sua intensidade: ausente, leve, moderada,
acentuada (AFIP, 2010).

17 Coloracéao de acido periddico de schiff (PAS)

Cortes de 5 um de espessura de quatro fragmentos de jejuno de cada
repeticdo forma submetidos a coloracdo de PAS para evidenciacdo das células
caliciformes. Os tecidos foram desparafinizados e hidratados, posteriormente foram
submetidos a uma solucdo de 0,5% de acido peridédico para oxidacdo. Apos
sucessivas lavagens foram corados com Reativo de Schiftt por 30min, lavados e

contracorados com hematoxilina de Harris (CULLING et al., 1985).

18 Contagem de células caliciformes

Para a contagem das células caliciformes foram analisadas as imagens de
quatro fragmentos de jejuno de cada repeticdo. As imagens foram capturadas por
meio de microscopia de luz (Olympus DX1000), utilizando-se o sistema analisador
de imagens computadorizado (ImagePro-Plus 5.2 — Média cibernética). Foram
selecionados dez campos aleatérios e a partir dessas imagens as células

caliciformes marcadas foram contabilizadas e destes valores foi obtida uma média.



36

19 Morfometria intestinal

A altura das vilosidades e a profundidade das criptas foram medidas nas
amostras de jejuno (a partir da porcao distal da alca duodenal até o diverticulo de
Meckel) os quais foram presos e abertos longitudinalmente em placas de isopor e
lavados com soro fisiolégico. Apos fixacdo em formol tamponado a 10% as amostras
foram processadas rotineiramente para a coloracdo de hematoxilina e eosina de
acordo com Luna et al. (1968). Cada fragmento foi submetido a cortes semi-seriados
de 5 um de espessura. Para o estudo morfométrico, as imagens foram capturadas
por meio de microscopia de luz (Olympus DX1000), utilizando-se o sistema
analisador de imagens computadorizado (ImagePro-Plus 5.2 — Média cibernética).
Foi mensurada a altura de 20 vilos e a profundidade de 20 criptas de cada repeticéo

por segmento e destes valores foi obtida uma média.

20 Imunohistoquimica e quantificacdo das imagens

Laminas silanizadas com sec¢bes de 3 um de jejuno foram submetidas a
técnica de imunohistoquimica (IHQ). utilizando a Streptavidina®® marcada e anticorpo
primario Anti-CD3* na diluicdo de 1:750, de acordo com metodologia previamente
descrita por LOURENCO (2011).

A quantificacdo de células CD3+ do epitélio intestinal foi realizada em
microscopia de luz, em sistema analisador de imagens (Moticimage Plus 2.0 — Motic
China GroupCo. 2006) acoplado ao microscopio (Olympus America INC., NY, USA).
A quantificacdo de células CD3+ foi realizada por campo (aumento de 100X) nos
fragmentos intestinais. A tecnica de IHQ e a contagem de linfocitos T na mucosa do

jejuno foi realizada no laboratorio Imunova localizado na cidade de Curitiba- PR.

21 Andlise estatistica

Os resultados relacionados a contagem bacteriana total da cloaca,

maravalha, pele e visceras foram realizados através do teste de regressdo das

®Dako LSAB+ System —HRP Biotinnylated, cat n° K0690, INVITROGEN, Carpinteria, USA.
“Dako, CD3 primary antibody, cat n° C7067, INVITROGEN, Carpinteria, USA.



37

médias (P<0,05). As avaliagdes morfométricas do jejuno e a contagem das céluals
caliciformes foram realizadas através do teste F e as médias de cada tratamento

comparadas pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade.

22 Delineamento experimental.

Para o experimento os pintos foram divididos em 16 gaiolas com dez aves

cada, totalizando quatro tratamentos com quatro repeticfes. Os tratamentos foram:

GRUPO (S) - Controle positivo; inoculado somente com Salmonella

enterica sorotipo Heidelberg.

*  GRUPO (SV) - inoculado com Salmonella enterica sorotipo Heidelberg

e vacinado.

*+ GRUPO (SP) - inoculado com Salmonella enterica sorotipo Heidelberg

e tratado com probidtico contendo Bacillus subtillis.

* GRUPO (SVP) - inoculado com Salmonella enterica sorotipo
Heidelberg, vacinado e tratado com probidtico contendo Bacillus

subtillis.

No dia -1D do experimento foi realizada a coleta coleta de mecé6nio presente
no fundo das caixas de transporte segundo Zancan et al. (2000) para comprovar a
auséncia de Salmonella spp. Com o objetivo de quantificar e identificar a Salmonella
enterica sorotipo Heidelberg na maravalha, suabes de arrasto foram realizados
semanalmente ao longo do experimento: D7, D14, D21, D28, D35 e D42. Neste
mesmo intervalo foram coletados suabes de pool de cloaca de cada gaiola para
guantificar a Salmonella enterica sorotipo Heidelberg nas aves.

No D42, oito aves de cada box foram abatidas. Quatro aves foram
destinadas para a coleta de amostras de pele, coracdo, baco e figado que foram
coletados para quantificacdo de Salmonella enterica sorotipo Heidelberg. Das outras
quatro, amostras de jejuno, ceco, figado, baco e coracdo foram coletados e
processados para analise histolégica, morfometria intestinal e contagem de células

caliciformes.
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V RESULTADOS

Todas as amostras de racdo, maravalha e mecénio submetidas a analise
microbiologica para o isolamento de Salmonella enterica, ao longo do experimento

foram negativas.

A taxa de mortalidade observada foi de 14%, mas nenhuma das mortes
estava relacionada a infeccdo por Salmonella enterica sorotipo Heidelberg. Todas as
aves foram necropsiadas e amostras de tecido foram submetidas a analise
histoldgica e microbiologica. Das 28 aves, 16 foram diagnosticadas com colibacilose

e oito foram a 6bito devido a sindrome ascitica.

O isolamento bacteriano revelou o crescimento de coldnias incolores e
translucidas no agar MacConkey e rosaceas transllcidas ou ligeiramente opacas no
agar Verde brilhante, sendo essas caracteristicas de Salmonella sp. Todas as
amostras de colbnias coletadas com as caracteristicas acima citadas foram positivas

para Salmonella nas provas bioquimicas empregadas.

Na Tabela 1 sdo apresentadas as médias das contagens de coldnias em
suabe de cloaca realizado aos 7, 14, 21, 28, 35, e 42 dias de experimento. Em todas
as amostras houve crescimento de Salmonella. No D7 pode-se observar que os
tratamentos SP e obtiveram uma contagem significativamente maior de salmonela
gque os demais e o grupo S (controle) apresentou a menor contagem entre 0s
tratamentos. Aos 14 dias os tratamentos SV e SVP apresentaram contagens
significativamente maiores que os demais grupos. Aos 21 dias o tratamento S
apresentou resultado superior aos demais grupos que nao diferiram
estatisticamente. Aos 28 dias os grupos S, SVP e apresentaram as maiores
contagens de colénias de salmonela e os tratamentos SV e SP ndo foram
estatisticamente diferentes. Aos 35 dias o0s tratamentos obtiveram contagens
estatisticamente iguais. Aos 42 dias o grupo S apresentou resultado estatisticamente

superior quando comparados aos demais grupos.
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Tabela 1 - Média da contagem de salmonela em log nos dias 7, 14, 21, 35 e 42, isolada da cloaca de
frangos inoculados oralmente com Salmonella enterica sorotipo Heidelberg submetidas a diferentes
tratamentos utilizando vacina e probiético

Dias de avaliacdo

T Equacéao de
ratamento Regressio
7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias 42 dias 9
y - e2,49+0,0323x-
S 1,22x10%%  3,70x10% 1,78x10® 5,72x10%"° 6,20x10® 1,55x10%° 0,0005x2
SP 1,97x10® 1,41x10%® 8,10x10” 1,93x10% 2,26x10% 2,12x10% Yy =e " %%
y - e2,721+0,0213><-
SV 2,39x10% 5,86x10%° 7,53x10” 2,56x10%° 4,45x10"® 1,08x10° 0,0006x2

2,9852-0,0067x
=€

SvP 4,11x10%®  3,49x10% 9,26x107® 3,55x10%® 1,06x107® 3,77x10% Y

Letras diferentes nas colunas representam diferengas estatisticas (P<0,05) entre as médias. S
(inoculado somente com Salmonella enterica sorotipo Heidelberg); SP (inoculado com Salmonella
enterica sorotipo Heidelberg e tratado com probiético contendo Bacillus subtillis); SV (inoculado com
Salmonella enterica sorotipo Heidelberg e vacinado); SVP (inoculado com Salmonella enterica
sorotipo Heidelberg, vacinado e tratado com probiético contendo Bacillus subtillis).

A Contagem Salmonela B Contagem Salmonela
Grupo Controle Grupo Salmoneta Probiotico
32,3

e

Y=e2,49+0,0323x—0,0005)(2

o —

Y=e3,0353—0.01x

MNumaro de Cokorm
Numaro de Colorsm.

Contagem Salmonela Contagem Salmonela
17 75upo Salmonela Vacina Grupo Salmonela Probiotico Vacina

Y=e2,?21+0,0213)(—0,0006x2 Y=e2,9852—0,006?)(

MNumeno de Colorkam
MNumero de Colorsm.

Figura 4 - Graficos de dispersdo das médias de isolamento de salmonela da cloaca de aves
experimentalmente inoculadas. A) Grupo S inoculado somente com Salmonella enterica sorotipo
Heidelberg. A partir do dia 32,3 observou-se queda na contagem de Salmonella na cloaca das aves.
B) Grupo SP, inoculado com Salmonella enterica sorotipo Heidelberg e tratado com probiotico
contendo Bacillus subtillis. C) GrupoSV, inoculado com Salmonella enterica sorotipo Heidelberg e
vacinado. A partir do dia 17,75 observou-se queda na contagem de Salmonella na cloaca das aves.
D) Grupo SVP, inoculado com Salmonella enterica sorotipo Heidelberg, vacinado e tratado com
probiético contendo Bacillus subtillis.

A andlise das médias do isolamento de salmonela da cloaca revelou variagcfes

significativas na concentragcéo bacteriana, ao longo do experimento nos grupos SP,
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SV e SVP respectivamente. Os grupos SP e SPV apresentaram uma diminui¢cédo da
contagem de salmonela com decréscimo linear continuo, quando comparadas as
meédias de isolamento do D7 e D42 do experimento (Grafico 1B e 1D). Ja o grupo SV
apresentou um comportamento quadratico com aumento até o dia 17,75 onde iniciou
um declinio continuo até o final do experimento (Gréafico 1C). O grupo S também
apresentou um comportamento quadratico, com aumento no valor das médias até o
dia 32,3 e decréscimo constate até o dia 42 (Gréafico 1A).

Os resultados do suabe de arrasto realizado sob a maravalha, que
compunha o ambiente de criagdo das aves, revelou que aos 7 dias o tratamento que
recebeu apenas vacina (SV) obteve uma maior contagem de Salmonella enterica
gue os demais grupos, caracteristica essa observada também aos 14 dias. Aos 21
dias todos os tratamentos apresentaram contagens de Salmonella menores que o
grupo controle (S). Aos 28 dias os grupos SV e SVP apresentaram menores
contagens que os demais grupos. Aos 35 dias os tratamentos SP e SVP obtiveram
as menores contagens entre os grupos avaliados. Aos 42 dias ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos de tratamentos (Tabela 2). O grupo controle apresentou
um comportamento quadratico durante o peridio de experimento, com isolamento
crescente de coldnias até o dia 20,9 com tendéncia de decréscimo até a ultima
coleta aos 42 dias. Comportamento que também foi observado no grupo SP, onde o
isolamento crescente ocorreu até o dia 18,4. Os grupos SV e SVP obtiveram um

comportamento linear de decréscimo ao longo das coletas.

Tabela 2 - Média da contagem de salmonela em log nos dias 7, 14, 21, 35 e 42, isolada de suabe de
arrasto de frangos inoculados oralmente com Salmonella enterica sorotipo Heidelberg submetidas a
diferentes tratamentos utilizando vacina e probiotico

Dias de avaliacéo

Equacéo de
Tratamento Reqressio
7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias 42 dias 9
— ez,bb57+0,0355x-
S 1,66x10%% 1,58x10” 9,07x10%° 5,33x10%® 2,69x10%* 5,65x10* 0,0008x2
— e2,7716+0,0184><-
SP 8,35x10”* 1,04x10%® 3,37x10% 8,47x10% 1,5x10%*®  2,79x10” 0,0005x2
_ .3,0989-0,080x
SV 1,49x10%®° 3,11x10% 2,71x10%® 1,10x10”* 2,13x10%® 4,30x107® Y~=¢©
_ .2,9354--0,0058x
SvpP 413x107" 3,95x10%® 555x107° 2,08x10® 6,85x10° 1,83x10® Y =€

Letras diferentes nas colunas representam diferencas estatisticas (P<0,05) entre as médias. S (inoculado
somente com Salmonella enterica sorotipo Heidelberg); SP (inoculado com Salmonella enterica sorotipo
Heidelberg e tratado com probidtico contendo Bacillus subtillis); SV (inoculado com Salmonella enterica sorotipo
Heidelberg e vacinado); SVP (inoculado com Salmonella enterica sorotipo Heidelberg, vacinado e tratado com
probidtico contendo Bacillus subtillis).
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Através dos gréficos de regressao (Gréfico 2), é possivel observar que a
contagem de colbénias de salmonela na maravalha apresentou um decréscimo
significativo ao longo do experimento nos grupos S, SP, SV e SPV . Ao reunir as
meédias dos tratamentos ao longo do experimento, nota-se no grafico de dispersao
que somente os grupos SP e SV obtiveram uma diferenca estatistica significante de

contagem ao longo do tratamento (Gréfico 2F).

Contagem Salmonela Contagem Saimonela

Grupo Controle Grupo Salmonela Probiobico
- 184

e—" 1 —k\-‘\\'

-
—a2,6057+0,0335x-0,0008x2 ;e —a2,7716+0,0184x-0.0005x2
Y=e*~ 5 e Y=e

4

J 4 5 4 14 ] b | 4

Contagem Salmonela Contagem Saimonela
Grupo Salimonela Vacina Grupo Saimonela Probotico Vacina

Y=@3,0989-0,080 Y =@2,9354-0,0058

Mrraes G Cokoram
N o

Figura 5 - Gréficos de dispersdo das médias de isolamento de salmonela da maravalha de aves
experimentalmente inoculadas com Salmonella enterica sorotipo Heidelberg. A) Grupo S inoculado
somente com Salmonella enterica sorotipo Heidelberg, a fdartir do dia 20,9 observou-se queda na
contagem de Salmonella. B) Grupo SP, inoculado com Salmonella enterica sorotipo Heidelberg e
tratado com probidtico contendo Bacillus subtillis.A partir do dia 18,4 observou-se queda na contagem
de Salmonella na maravalha C) Grupo SV, inoculado com Salmonella enterica sorotipo Heidelberg e
vacinado. D) Grupo SVP, inoculado com Salmonella enterica sorotipo Heidelberg, vacinado e tratado
com probidtico contendo Bacillus subtillis.

Os resultados das médias da contagem de salmonela na carcaca de frangos
de corte apOs abate estdo representados na Tabela 3. Podemos observar que todos
0s tratamentos apresentaram reducao significativa na contagem bacteriana quando
comparados aos grupos controles. Apesar de nao existir diferengca estatistica
significativa entre os grupos SP, SV e SVP nota-se que a menor média € observada

no grupo SV.
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As amostras de figado, baco e coracdo coletadas apds o abate das aves no
D42 ndo apresentaram crescimento de coldnias bacterianas.

A coloracédo de PAS revelou claramente a presenca de células caliciformes,
coradas em vermelho na mucosa do jejuno tendo como fundo o tecido intestinal

contra corado de azul (Figura 4).

Tabela 3 — Estimativa da contagem de salmonela na carcaca das aves abatidas aos 42 dias de
experimento sob os tratamentos avaliados

Tratamento Salmonela cv
S 17,93%x 3,82) 3,45

SP 14,023 3,66 2,83

sV 11,968 3,24) 2,03
Svp 11,972 3,98) 2,97

Letras diferentes nas colunas representam diferengas estatisticas (P<0,05) entre as médias. S
(inoculado somente com Salmonella enterica sorotipo Heidelberg); SP (inoculado com Salmonella
enterica sorotipo Heidelberg e tratado com probiético contendo Bacillus subtillis); SV (inoculado com
Salmonella enterica sorotipo Heidelberg e vacinado); SVP (inoculado com Salmonella enterica
sorotipo Heidelberg, vacinado e tratado com probi6tico contendo Bacillus subtillis).CV; coeficiente de
variagdo.

Figura 6 — Células Caliciformes na mucosa intestinal de frangos de
42 dias inoculados oralmente com Salmonella enterica sorotipo
Heidelberg. As células caliciformes (seta) apresentam coloragéo
vermelha em PAS (Obj.20x).
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Na Tabela 4 estdo expressos os resultados referentes a contagens de
células caliciformes e morfometria intestinal. O grupo SVT apresentou um ndamero
inferior na contagem de células caliciformes que os demais grupos. As vilosidades
que tiveram as maiores mensuracdes foram as do grupo S e SP e o grupo SVP
apresentou o pior resultado para altura de vilosidade. o Grupo controle (S)
apresentou a maior profundidade de cripta e o tratamento SV estatisticamente a pior.

Tabela 4 — Resultados das médias do numero de células caliciformes e médias da mensuragdo da
altura das vilosidades e altura de criptas do jejuno de aves com 42 dias de idade, inoculadas com
Salmonella enterica sorotipo Heidelberg sob os tratamentos avaliados

Analise/Grupo S SP SVP SV CVv

Células 332,10% 324,30° 321,34° 259, 16,07

Vilosidades 1074,79° 1011,54% 744,56° 971,95" 16,19
(£71,29) (£35,52) (£54,40) (£54,82)

Criptas 180,48° 166,86" 140,12° 123,14° 19,57
(*7,17) (£9,26) (£13,52) (£11,87)

Vilo/Cripta 6,02° 6,11° 5,52° 8,02° 1,09

(£0,58) (£0,38) (£0,80) (£0,53)

Letras diferentes nas linhas representam diferencas estatisticas (P<0,05) entre as médias. S
(inoculado somente com Salmonella enterica sorotipo Heidelberg); SP (inoculado com Salmonella
enterica sorotipo Heidelberg e tratado com probiético contendo Bacillus subtillis); SV (inoculado com
Salmonella enterica sorotipo Heidelberg e vacinado); SVP (inoculado com Salmonella enterica
sorotipo Heidelberg, vacinado e tratado com probiético contendo Bacillus subtillis); CV - coeficiente de
variagdo.

O resultado da IHQ revelou marcacédo difusa leve a moderada de linfocitos
CD3+ distribuidos tanto na mucosa como na lamina prépria do jejuno (Figura 5A). As

células positivas apresentaram imunomarcacao citoplasmatica, evidenciada pela

coloragdo marrom (Figura 5B).

Figura 7 — Linfécitos CD3" na mucosa intestinal de frangos de 42 dias inoculados oralmente com
Salmonella enterica sorotipo Heidelberg. A) Foram observadas células imunomarcadas na mucosa e
na lamina prépria do intestino, IHQ (Obj. 20). B) As células positivas apresentavam o citoplasma
intensamente imunomarcado de marrom pelo cromégeno DAB, IHQ (Obj.100).
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Na tabela 5 podemos observar os resultados referentes a média da
contagem de células CD3+ nas amostras de jejuno. Nota-se que todos o0s
tratamentos tiveram resultados superiores em relacdo ao controle na contagem de

linfécitos T, sendo que os tratamentos SV e SP apresentaram maior contagem.

Tabela 5 — Média da contagem de linfécitos T na mucosa do jejuno de aves com 42 dias de idade,
inoculadas com Salmonella enterica sorotipo Heidelberg sob os tratamentos avaliados

Tratamento Média Linf. T CV
S 13° (£ 0,99) 8,20
SP 32,8 (+1,46) 12,20
SV 35,442 (+1,75) 14,69
SVP 22,92° (+1,26) 7,56

Letras diferentes na coluna representam diferencas estatisticas (P<0,05) entre as médias. S
(inoculado somente com Salmonella enterica sorotipo Heidelberg); SP (inoculado com Salmonella
enterica sorotipo Heidelberg e tratado com probiético contendo Bacillus subtillis); SV (inoculado com
Salmonella enterica sorotipo Heidelberg e vacinado); SVP (inoculado com Salmonella enterica
sorotipo Heidelberg, vacinado e tratado com probiotico contendo Bacillus subtillis), CV - coeficiente de
variacao.

N&do foram observadas lesdes histolégicas nas amostras de jejuno, ceco,

figado, coracdo e baco analisadas através da coloracao de H&E.
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VI DISCUSSAO

Ao final de cada semana, durante o periodo de experimento, uma cepa
positiva de suabe de cloaca e de maravalha foi enviada a um laboratério de
referéncia para a sorotipificagdo e 100% das cepas foram identificadas como S.
Heidelberg. As amostras de suabe da maravalha utilizada como substrato para
formacdo da cama e de toda racéo utilizada durante o experimento também foram
negativas para Salmonella, o que nos leva a concluir que ndo houve contaminacao
cruzada por outras salmonelas durante o periodo de criacdo das aves.

A mortalidade de 14% registrada durante o experimento ocorreu de forma
aleatéria entre os grupos, o que indica que o tratamento utilizado ndo possui
influéncia direta na mortalidade. Aproximadamente 57% das aves mortas tiveram
diagnostico de Colibacilose apés analise microbiolégica e histoldgica. Esta
enfermidade ocorre com frequéncia na avicultura industrial. Durante o periodo de
criacdo das aves nao foi utilizado nenhum tipo de tratamento com antibiético, seja
terapéutico ou profildtico, o que aumenta a probabilidade de ocorréncia da
enfermidade (GUNNER et al., 2004). A causa mais provavel de contaminagéo neste
caso é a vertical. Segundo Ito et al. (2007) a contaminacdo do ovo pela bactéria
pode acontecer durante a ovoposicdo se estendendo até a fase de incubacéo,
culminando na infeccéo do pinto e desenvolvimento do quadro de colibacilose.

Cerca de 28% das mortes foi por Ascite, doenca metabdlica comum na
criacdo de frangos de corte. A distribuicdo da mortalidade por ascite também foi
aleatéria entre os grupos, sugerindo que ndo ha relacdo com os tratamentos
utilizados. Gonzales e Macari (2000) afirmam que o percentual de mortalidade pode
ser elevado nos lotes submetidos a condi¢cdes que favorecem o desencadeamento
do problema: hipdxia, ventilacdo deficiente, frio, estresse e crescimento rapido com
bom desempenho inicial. Acreditamos que nos periodos mais frios do experimento a
falta de circulacdo adequada no ambiente propiciou ao desenvolvimento dos casos
de ascite observados.

A metodologia bacteriolégica utilizada para isolamento de Salmonella,
segundo a portaria nUmero 212 e Instrugdo normativa nimero 22 prevé seis fases

de processamento das amostras sendo elas: pré-enriguecimento, enriguecimento
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seletivo, isolamento em meio solido, selecdo de colbnias suspeitas, identificacdo
bioquimica e soroldgica (BRASIL, 1995). No presente trabalho ndo foi realizada a
fase de identificacdo soroldgica em 100% das amostras, devido a inoculacdo de
apenas um sorotipo de Salmonella e ao baixo risco de contaminacdo cruzada,
porem todas as amostras enviadas a um laboratorio de referencia durante o
experimento foram positivas para S. Heidelberg.

Os meios utilizados foram o Agar MacConkey e Agar Verde Brilhante, sendo
0 segundo considerado um meio altamente seletivo e recomendado para isolamento
de varios sorotipos de Salmonella exceto o sorovar Typhi. O crescimento de outras
bactérias € quase completamente inibido pela presenca da tintura verde brilhante
que facilmente diferencia a colénia caracteristica de Salmonella das outras
presentes no meio (DIFCO, 1984).

A avaliacdo de métodos de isolamento de Salmonella realizada por Kingston
(1980) comparou resultados obtidos entre amostras de suabes de arrasto e suabes
de cloaca. O resultado mostrou maior eficiéncia na detec¢do de salmonelas atraves
do método de suabe de arrasto, recuperando maior nimero de amostras positivas e
apresentando menos custo de aplicacdo. No presente estudo, ambos os métodos
foram eficientes no isolamento de Salmonella, possibilitando o isolamento da
bactéria em todas as coletas semanais realizadas. O grupo S (controle) apresentou
um crescimento constante na contagem de Salmonella na cloaca até a coleta do dia
32,3, posteriormente apresentou uma leve tendéncia de diminuicdo até o dia 42,
semelhante aos grupos tratados. Acredita-se que esse comportamento, na fase final
do experimento, se deva a maturidade do sistema imune da ave frente ao desafio
gerado pela S. Heidelberg. Os casos de isolamento de S. Enteritidis na avicultura
ocorrem, geralmente, nas aves jovens ou sob condi¢cdes de estresse, raramente em
aves adultas. A resisténcia a salmonelose em aves aumenta com a idade,
possivelmente, devido ao desenvolvimento da flora intestinal normal e do sistema
imune com o avanco da idade (CORRIER et al., 1991; SMITH e TUCKER, 1980;
ZIPRIN et al., 1989). Aves jovens tém poucas células produtoras de imunoglobulinas
no intestino, aumentando sua concentragdo como resposta a coloniza¢do do trato
gastrointestinal (PARRY et al., 1997).

No exame de suabe de arrasto, a contagem de colonias de Salmonella na
maravalha os grupos S e SP apresentaram um crescimento constante até os dias

20,9 e 18,4, respectivamente, com uma tendéncia de diminuicdo até o dia 42.
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Comportamento semelhante aos observados no grupo S (controle) no suabe de
cloaca, sugerindo que a excrecdo de Salmonella pelas aves tem relacdo direta com
o volume de bactérias que é isolado no ambiente. Essa diminuicdo discreta
observada no grupo S pode ter ocorrido devido aos fatores como atividade de agua,
umidade, pH, e concentracdo de amdnia que interferem nos resultados de contagem
de Salmonella na cama aviaria (CARR et al., 1995). Ja nos demais grupos acredita-
se que tenha relacao direta com os tratamentos empregados.

O grupo SP, que teve o0 uso de probidtico na ragdo como tratamento, obteve
a maior contagem bacteriana na cloaca aos 7 dias, porém ao longo do experimento
a contagem apresentou uma reducao linear continua e aos 42 dias atingiu a menor
valor numérico entre todos os tratamentos. Resultado semelhante foi encontrado por
Knap et al. (2011) que avaliaram através de suabe de cloaca aos 42 dias de idade,
aves de corte que receberam dieta suplementada com Bacillus subtilis e foram
desafiadas com S. Heidelberg, o resultado foi uma decréscimo de 3 logs na
contagem de Salmonella no grupo tratado e a reducdo de 58% no numero de
amostras positivas. Muniz et al. (2013) pesquisando a eficiéncia de quatro
probidticos comerciais no controle de S. Minnesota, verificaram a reducdo de
76,04% e 62,09% no numero de amostras positivas em aves tratadas com racao
contendo Bacillus subtilis, reducdo de 46,27% em racdo contendo cepas de
Lactobacillus e Enterococcus faecium e 73,45% em produto contendo apenas
Enterococcus faecium, em cecos de aves aos 35 dias. Portanto podemos concluir
gue o B. sutilis apresenta alta eficiéncia no controle de Salmonella na criacdo de
frangos de corte.

O isolamento de coldnias de salmonela na cloaca do grupo tratado somente
com a vacina foi estatisticamente semelhante ao grupo que recebeu SP e SVP aos
42 dias do experimento e estatisticamente menor que o0 grupo S, indicando a
eficiéncia da vacina na reducédo da eliminacdo de Salmonella pelas aves. O aumento
exponencial observado na contagem da cloaca e da maravalha nesse grupo durante
os primeiros dias de tratamento, pode estar relacionado ao somatoério das bactérias
inoculadas no D1 associadas as bactérias da cepa vacinal que foi administrada as
aves no D1 e D14. Segundo Alderton et al. (1991) a cepa vacinal utilizada é
autolimitante na ave e no ambiente de criagcdo de aves, ndo permitindo isolamento

apos o 14° “pos inoculagao.
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Uma das vantagens de se utilizar vacinas vivas € a protecdo cruzada entre
sorotipos oferecida pela cepa vacinal. No presente estudo observamos que
utilizando uma cepa atenuada de Salmonella Typhimurium obtivemos uma reducao
na contagem da bactéria em cloaca de frangos de corte aos 42 dias de idade.
Resultado semelhante foi encontrado por Hassan e Curtiss (1994), utilizando a
mesma cepa vacinal, imunizaram aves e, duas semanas apos, obtiveram protecéo
contra o desafio com salmonelas de sorotipos homologos como S. Enteritidis,
Salmonella enterica sorotipo Agona, Salmonella enterica sorotipo Bredeney e S.
Heidelberg e contra sorotipos heterélogos como Salmonella enterica sorotipo Hadar,
Salmonella enterica sorotipo Montivideo e Salmonella enterica sorotipo Anatum. Em
outro experimento em aves de postura, porém com a mesma cepa, Hassan e Curtiss
(1994a), vacinaram galinhas na 2% e na 4° semana de idade e avaliaram a protecdo
resultante contra o desafio de amostras selvagens de S. Typhimurium e S. Enteritidis
no 3° 6° 9° e 12° meses de idade, mostrando que a vacina induziu a uma excelente
protecdo contra a invasao e/ou contaminacao intestinal, visceral, do trato reprodutivo
e dos ovos por Salmonella.

Ao final do experimento os tratamentos nao apresentaram reducao
significativa na contagem de Salmonella na maravalha, porém aos 35 dias de idade
0S grupos que receberam probidtico como tratamento (SP e SVP) apresentaram
reducao na contagem em relagdo ao controle e ao grupo que recebeu apenas a
vacina. Resultado que pode ter sido obtido a partir da caracteristica de esporulacéo
e colonizacdo do ambiente que o probiético utilizado possui. O Bacillus subtilis tem a
capacidade de esporular logo que as condicées do meio nédo séo favoraveis (um sé
esporo por célula vegetativa); o que lhe o oferece a vantagem de ser muito
resistente no meio ambiente. O fenbmeno de esporulacdo ao contrario que acontece
pelas espécies do género Clostridium, ndo é inibido pelo oxigénio (INGRAHAM,
2010). Sendo assim, podemos supor que a viabilidade deste probiético na criacdo de
frangos de corte seja maior do que outras cepas.

Outro fator que interfere na contagem de Salmonella na cama aviaria é a
reutilizacdo da cama (Muniz et al., 2014). Quando as aves séo criadas em uma
cama reutilizada, possivelmente a colonizacao por bactérias normais da flora ocorre
antes da infeccdo por Salmonella. Snoeyenbos et al. (1985), descreveram que
fatores como a colonizacdo das bactérias da microbiota intestinal normal, antes do

desafio, limita eficazmente a infecgcao por Salmonella, mas n&o previne totalmente
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quando o desafio for superior a 10° UFC/ave. No presente estudo utilizamos
maravalha nova para formagdo da cama, fator que pode ter favorecido o
desenvolvimento de Salmonella tanto no intestino das aves como no ambiente de
criacdo. Em uma situacdo normal de campo, alojando aves sob uma cam; reutilizada
poderiamos ter uma menor pressdao de infeccdo pela Salmonella, devido a
colonizacdo prévia do intestino das aves pelas bactérias da cama e ao menor
namero de bactérias ingeridas pela ave, uma vez que a situacao parece promover
uma menor exposicao da bactéria do que a inoculagéo direta no esofago.

Os grupos que utilizaram vacina e probiético (SVP) como tratamentos nao
apresentaram diferenca estatistica, no suabe de cloaca e maravalha, quando
comparado a cada ferramenta de controle separada. O uso de cepa vacinal
atenuada apresenta como vantagem adicional a possibilidade de ser aplicada via
oral em aves recém-eclodidas, o que lhe permite colonizar o trato digestivo
rapidamente em fungdo da auséncia de uma flora microbiana normal. Fato que
impede o estabelecimento de uma infeccado por Salmonela através de um efeito de
exclusdo e ndo em funcdo de uma resposta imune especifica (AVILA 2005). Efeito
este semelhante ao do probidtico, o que nos leva a supor que as duas ferramentas
de controle de Salmonella podem competir pelo mesmo sitio de ligacdo no
enterdécito, diminuindo a eficiéncia de ambas as formas de controle quando utilizadas
simultaneamente.

Com relacdo a contagem de salmonela na carcaca das aves, todos os
tratamentos empregados apresentaram resultados satisfatérios ao final do
experimento. Foi observada também uma reducao numérica expressiva nos grupos
gue receberam vacina, porém os tratamentos nao se diferenciaram estatisticamente
nesta analise.

As células caliciformes séo responsaveis pela manutencdo da camada de
muco, este atua como um meio de protecao fisico e biolégico contra patégenos e é
considerado componente da resposta imune inata que € regulada em resposta a
inflamacéo e infecgdo por agentes patogénicos (UNI et al., 2003). Esta camada de
muco, formada por glicoproteinas, pode conter substancias antimicrobianas e
imunoglobulinas IgA provenientes de plasmaocitos da lamina propria que auxiliam na
eliminacdo de patégenos (BAURHOO et al., 2007) .No presente estudo, ndo ocorreu
diferenca estatistica entre os tratamentos que receberam o probiético Bacillus

subtilis (SP e SVP) e o grupo controle, sugerindo que o uso de probibticos em racao
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de frango de corte ndo altera o nimero de células caliciformes no intestino da ave na
idade de 42 dias, porem pode ter efeito estimulatério em animais jovens. Muniz et al.
(2013) em estudo comprovando a eficiéncia de quatro diferentes probidticos no
controle de S. Minnesota, verificou que aos 7 dias de idade a quantidade de células
caliciformes na mucosa do ileo e ceco das aves era estatisticamente maior nos
grupos que receberam o probiotico, porém aos 35 dias de idade ndo ocorreu
diferenca entre o grupo controle e os grupos que receberam probiéticos. O aumento
de namero de células caliciformes no sétimo dia de idade da ave, promovendo uma
melhor resposta inata, pode ser importante para a prevencdo e/ou diminuicdo da
infeccdo por Salmonella, uma vez que aves jovens sdo mais suscetiveis a bactéria
(CORRIER et al., 1991).

O grupo vacinado se diferenciou estatisticamente dos demais com menor
namero de células caliciformes, resultado este que sugere que a cepa vacinal
diminuiu a producdo de células caliciformes. Acreditamos que uma maior
estimulacdo do sistema imune celular e humoral provocado pela vacina diminui a
necessidade de expressdo do sistema imune inato, do qual faz parte as células
caliciformes, porém estudos mais especificos devem ser realizados para
comprovagao.

A proliferagdo dos organismos patogénicos leva a um espessamento da
parede intestinal e a reducdo do tamanho das vilosidades, uma forma de defesa,
com conseguente reducao da eficiéncia absortiva intestinal que, na pratica, resulta
em piora na conversao alimentar e no ganho de peso dos animais (FURLAN et al,
2004). O tamanho das vilosidades no grupo SV foi menor quando comparado aos
demais tratamentos, porem obteve uma maior relacdo vilo/cripta. Esse resultado
pode inferir em maior ganho de peso e melhor conversao alimentar, porem em um
trabalho realizado por Coloe et al. (1994) ndo evidenciaram vantagens zootécnicas
da vacina sobre animais nao vacinados. O nosso estudo nao objetivou a avaliagao
de ganho de peso e conversdo alimentar das aves ao longo experimento, portanto
estudos futuros deverao ser realizados para esclarecer se existe influéncia.

Em relacdo a profundidade de criptas, o grupo controle (S) obteve o maior
resultado, sugerindo uma maior agressdo a mucosa intestinal no grupo inoculado
com salmonela que nao recebeu nenhum tratamento. Segundo, Hancock (1990) a
profundidade da cripta é um indicativo do nivel de hiperplasia das células epiteliais,

sendo que a reducdo da profundidade indica um menor nivel de agressdo a
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morfologia da parede intestinal. O aumento da proliferagdo celular nas criptas
determinar o aparecimento de enterdcitos imaturos, que apresentam baixa
capacidade absortiva, bem como reduzida atividade das enzimas (BUTS, et al.,
1987).

Segundo Van Immerseelet et al. (2002), quando ocorre o encontro de células
epiteliais especializadas com microorganismos patogénicos, rapidamente ha
estimulo para a liberacdo de quimiocinas pro-inflamatérias que atraem células
imunologicas inatas, como granuldcitos e macréfagos, que sao responsaveis por
reacfes imunologicas, como o aparecimento de linfécitos T. Correlaciona-se o
aumento de linfocitos T com uma melhor protecdo da ave frente ao desafio
apresentado pela Salmonella (ANDREATTI FILHO, 2012). Todos os tratamentos
obtiveram um resultado estatisticamente superior na contagem de linfocito T em
relacdo ao controle, sugerindo melhor resposta imune da ave frente ao desafio
gerado pelo patdgeno. Porem os melhores resultados foram observados nos grupos
SP e SV, que apresentaram a maior quantidade de linfécitos T na mucosa intestinal.

A Salmonella é considerada microrganismo intracelular facultativo, pois
algumas amostras sobrevivem dentro dos fagossomos, indicando que a imunidade
celular seja mais importante que a humoral durante o processo de infecgdo por
amostra selvagem ou vacinal, pois vacinas vivas sdo mais efetivas do que
bacterinas na inducdo da resposta imune celular. JA& 0 uso de microorganismos
probioticos, segundo Maldonado Galdeano et al. (2007), quando incluidos nos
alimentos, podem influenciar a composicdo e atividade da microbiota intestinal,
modular a resposta inflamatéria, melhorar a barreira intestinal inespecifica e reforcar
ou modular as respostas imunes da mucosa ou sistémica. Muniz et al. (2011) em um
trabalhando com probio6ticos no controle de S. Minnesota, verificou que aos 7 dias de
idade as aves a quantidade de linfocitos T eram estatisticamente maior nos grupos
que receberam o probiético.

Segundo Hirsh (2003) algumas cepas de salmonelas tem habilidade de
sobreviver e replicar dentro de macréfagos, condicdo que favorece o seu
deslocamento até 6rgaos como o figado, bagco e coragédo. Borsoi (2011) em estudo
comparando duas cepas de S. Heidelberg e uma de S. enteritidis verificou que as
duas cepas de S. Heidelberg foram isolados no figado de aves 6h apds inoculagéo,
sugerindo que esta via sistémica faz parte patogenia deste sorotipo. No presente

estudo ndo houve isolamento de Salmonella nas amostras de 6rgdos coletados,
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sugerindo que a cepa vacinal utilizada ndo tem caracteristica de persisténcia e/ou
invasividade em érgaos de aves.

Nas amostras destinas ao exame histopatoléogico ndo se observou
alteracdes em figado, coracédo, baco, ceco e jejuno. Segundo Berchieri Jr. (2000) a
infeccdo por salmonelas paratificas raramente produzem sinais clinicos ou lesdes
nas aves adultas j& em aves jovens as chances de manifestagcdo da doenca clinica
sdo maiores, onde se observa elevacao da mortalidade, presenca de diarreia, porém

sem graves consequéncias.
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VIl CONCLUSOES GERAIS

Avaliando os resultados do presente estudo podemos concluir que o uso da
bactéria probidtica B. subtilis na alimentacdo de frango de corte contribuiu para a
reducdo da pressao de infeccédo por S. Heidelberg no suabe de cloaca aos 42 dias
de idade, suabe de arrasto aos 35 dias e de carcaca apds o abate das aves, em
relacdo ao grupo controle. Além de aumentar a contagem de Linfécitos T no jejuno
guando comparado a aves do grupo controle.

A administracdo de uma cepa viva atenuada de S. Typhimurium promoveu a
reducdo na contagem de aves inoculadas com S. Heidelberg, no suabe de cloaca
aos 42 dias e na carcaca apos abate quando comparado com 0 grupo controle.
Aumentando também a contagem de Linfocitos T quando comparado ao grupo
controle, o que promove uma melhor imunidade celular a ave, favorecendo o
processo de eliminacdo do patdégeno em questao.

A associacao entre probiotico e vacina teve, na maioria dos indicadores, um
desempenho inferior ao resultado dos tratamentos individuais, porém mais estudos
devem ser realizados para compreender o mecanismo de interagao entre eles.

Todos os tratamentos empregados foram eficientes na reducéo da contagem
de S. Heidelberg na carcaca, sugerindo que o uso dos mesmos, aliadas as boas
praticas de producédo, pode ser uma ferramenta efetiva no controle de salmonelose
na avicultura comercial, tendo como beneficio a reducdo do risco de transmissao do

patégeno ao consumidor.
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