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OKAMOTO, A. S. Avaliacao histopatoldgica e imunolégica da mucosa
intestinal de aves tratadas com Lactobacillus spp. e desafiadas com
Salmonella Enteritidis. Botucatu, 2002, 66p. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

RESUMO:

Este estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar a capacidade protetora de
Lactobacillus spp. em frangos de corte desafiados com Salmonella Enteritidis,
utilizando-o como tratamento no primeiro dia de idade, e posterior desafio com
Salmonella Enteritidis fagotipo 04, observando-se possiveis alteracoes
histopatoldgicas e imunoldgicas na mucosa intestinal, como o comprimento das
vilosidades, a producdo de imunoglobulina A e o peso corporal. Foi observada
maior eficacia do tratamento com Lactobacillus spp. somente quando as aves
foram desafiadas com Salmonella Enteritidis aos 21 dias de idade. O
comprimento das vilosidades intestinais apresentou-se reduzido apds o0s
desafios, mostrando posterior regeneracdo. Com o desafio de Salmonella
Enteritidis ocorrendo no terceiro dia de idade, verificou-se que aves jovens

possuem maior sensibilidade a infeccao.

Palavras-chave: Aves, histopatologia, Lactobacillus, Salmonella, IgA.



OKAMOTO, A. S. Histopathological and immunological evaluation of the
intestinal mucosa of chickens treated with Lactobacillus ssp. and
challenged with Salmonella Enteritidis. Botucatu, 2002, 66p, Masters
dissertation — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

This study was driven with the objective of evaluate the protective
capacity of Lactobacillus spp. in chickens challenged with Salmonella Enteritidis,
utilizing as handling on one-day old chicks and posterior challenge with
Salmonella Enteritidis phagotype 04, observing possible histopathological and
immunological alterations in the intestinal mucosa, like the length of the villus,
the production of immunoglobulin A and body weight. Greater efficacy in the
treatment with Lactobacillus ssp. was observed only when the chicks were
challenged with Salmonella Enteritidis at 21 days old. The length of the intestinal
villus always diminished after challenge, regenerating later. After the first
challenge of with Salmonella Enteritidis (at three-days old), we verified that

young chicks possess a greater sensibility to infection.

Key words: chickens, histopatology, Lactobacillus, Salmonella, IgA.
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1. INTRODUCAO

Com o crescente avango tecnolégico da industria avicola e o aumento do
consumo de produtos de origem aviaria, muitos paises aumentaram sua producdo
e exportacdo de carne de frango. O Brasil cada vez mais se destaca entre esses
paises, posicionando-se como um dos maiores produtores e exportadores
mundiais de carne de frango.

Com o aumento da producdo de produtos de origem aviaria, cresceram
também as doencas que acometem as aves, principalmente aquelas que podem
ocorrer em qualquer fase do ciclo de producédo avicola. Uma dessas doencas € a
salmonelose, visto que produtos avicolas sdo costumeiramente relacionados aos
surtos de infeccdo alimentar observados mais recentemente. As salmonelas
paratifoides podem nao causar doenca clinica em aves, mas deixam-nas como
portadoras, eliminando as bactérias nas fezes por longos periodos, e
contaminando assim 0s aviarios e abatedouros. Existem mais de 2.500 sorotipos
de Salmonella, sendo que a espécie de grande importancia atualmente em saude
publica é S. Enteritidis.

A suscetibilidade das aves a colonizacédo intestinal por Salmonella spp. €
maior durante os primeiros dias de vida, sendo posteriormente reduzida, & medida
em que ha o desenvolvimento da microbiota intestinal normal. Esta protecdo
exercida pela microbiota € denominada exclusdo competitiva (EC). Define-se EC
como o conjunto de fatores exercido e/ou estimulado por bactéria intestinal
benéfica, que iniba, de alguma forma, a instalagdo e/ou multiplicacdo de bactéria
patogénica. Os fatores de inibicdo da EC podem ser por meio da competicdo por
nutrientes e sitios de ligacdo, estimulacdo do sistema imune celular e humoral, e
producado de bacteriocinas, dentre outros.

ApoOs a estimulagdo do sistema imune pela microbiota normal, ocorre a
prevencdo da adesdo bacteriana na mucosa intestinal, atraves do aumento dos
anticorpos IgA e oligossacarideos bloqueando seus receptores.

Diversos produtos estdo sendo desenvolvidos para este fim, sendo chamados
de probidtico e/ou produto de exclusdo competitiva. O primeiro é formado por uma
ou mais cepas de bactérias previamente identificadas e testadas quanto ao seu

“efeito protetor e de beneficios nutricionais”, enquanto que o segundo € composto
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por varias bactérias associadas que agem conjuntamente, beneficiando o
hospedeiro por inibir a multiplicacdo e aderéncia de bactérias patogénicas por
meio dos varios fatores da EC. Os probidticos, ou produtos de exclusdo
competitiva estdo cada vez mais sendo empregados, devido a exigéncia
crescente dos consumidores por alimentos saudaveis e livres de residuos. Com o
uso desses produtos na avicultura, a tendéncia em diminuir os residuos nos
produtos aviarios e a resisténcia bacteriana, devido a diminuicdo do uso de
antibioticos na racdo como promotores de crescimento, vem aumentando
gradativamente.

Este estudo teve como propdsito verificar a agdo protetora exercida pelos
Lactobacillus spp. frente ao desafio com Salmonella Enteritidis, tendo em vista a
frequente presenca de Salmonella spp. em surtos de infecgdo alimentar, e a
necessidade de uma via alternativa a prevencdo das salmoneloses nos plantéis

avicolas.



“Sempre que possivel, as nossas noticias
devem ser mensageiras de paz e
otimismo, esperanca e alegria”

(Chico Xavier)

REVISAO BIBLIOGRAFICA




REVISAO BIBLIOGRAFICA Adriano Sakai Okamoto 5

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A constante evolugdo técnica pela qual passa a avicultura industrial tem
possibilitado a obtencdo de produtos avicolas de baixo custo, saudaveis e
altamente nutritivos (ANDREATTI FILHO & SAMPAIO, 1999). Segundo Machado
(2000), este desenvolvimento ocorreu apés a segunda guerra mundial,
representando uma fonte alternativa de proteina animal de facil e rapida producao
em pequenas areas.

As exportacdes brasileiras de carne de frango em abril de 2002 totalizaram
102,84 mil toneladas, gerando receitas de US$ 92,86 milhdes. Em relacdo ao
mesmo periodo do ano anterior, em volume, as exportacdes foram incrementadas
em 3,12% (EDITORA SAFRAS, 2002).

2.1. Salmonelose e Saude Publica:

Com a grande expanséao da industria avicola, a salmonelose tornou-se fator
limitante na criacdo de aves, adquirindo importancia relevante, pois as perdas
econdmicas estdo presentes em todas as fases, ou seja, da producdo ao
consumo dos produtos de origem aviaria. Salmonelose € o termo que designa um
grande grupo de doencas aviarias agudas ou crbnicas, causadas por um ou mais
membros do género Salmonella (GAST, 1997). As salmonelas sdo bactérias
pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Sao bastonetes curtos (0,7 — 1,5 p /
2,0 — 5,0 pn), moveis, com flagelos peritriquios, sendo alguns imdveis. Sao
aerdbios e anaerodbios facultativos, fermentam agucares com producédo de gas,
catalase positiva, oxidase negativa, e produzem H,S. As salmonelas possuem
uma complexa constituicdo antigénica (antigenos somético “O”, flagelar “H” e
capsular “K”) (HOLMES & GROSS, 1990; HOLT et al.,, 1994; GAST, 1997;
BARROW, 2000)

Atualmente, os sorotipos ndo tém sido escritos em italico e sim na forma
proposta por POPOFF et al. (1996), onde o género Salmonella é apresentado em
duas espécies: Salmonella enterica, e Salmonella bongori. Assim, a designacdo
de Salmonella enteritidis passa a ser escrita como Salmonella enterica
subespécie enterica sorotipo Enteritidis, ou de forma simplificada Salmonella

Enteritidis.
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Segundo Gast (1997) e Tood (1997), a grande incidéncia de toxinfeccéo
alimentar em humanos se deve a ingestdo de produtos de origem aviaria
contaminados e/ou indevidamente preparados, visto que as aves Sao
reservatérios de Salmonella spp. Embora aves adultas sejam relativamente
resistentes a invasao sistémica, pode ocorrer a colonizacdo do trato digestivo na
auséncia de doenca. Normalmente a doenca clinica € observada em pintinhos
quando infectados logo apés o0 nascimento (BARROW, 2000).
Experimentalmente, BARROW (1991) observou que cepas de S. Enteritidis
variam consideravelmente na capacidade de causar doenca sistémica em aves
recém-nascidas, com mortalidade de zero a 100%. A infeccéo por Salmonella em
aves pode ser de trés tipos: infec¢do do sistema reticulo-endotelial, com pouco ou
nenhum envolvimento intestinal e causada por sorotipos invasivos; infeccao do
sistema reticulo-endotelial, com extensa colonizacdo intestinal provocando
doenca sistémica com excrecdo fecal e determinada também por sorotipos
invasivos, e uma extensa colonizagdo intestinal provocada por sorotipos nao
invasivos (BARROW,1995; ZHANG-BARBER et al., 1999).

A Salmonella Enteritidis pode ser transmitida para os ovos através da
infeccdo do oviduto, resultando na contaminac¢do da albumina e contaminacao
dos ovos durante sua formacdo (DESMIDT et al.,, 1997). Ha também a
possibilidade de ovos se tornarem contaminados apos a formagéo da casca pelo
contato com fezes contaminadas na cloaca ou mesmo no ambiente (McILROY et
al., 1989).

Estes microrganismos colonizam o trato intestinal das aves, sendo
excretados nas fezes e entrando na cadeia alimentar humana (UNIVERSITY...,
2001). Alguns sorotipos sdo mais restritos ao trato intestinal, enquanto outros sao
capazes de invadir a corrente circulatoria, podendo desencadear septicemia
(COOPER, 1994; BERCHIERI Jr & BARROW, 1995).

A invasdo do epitélio intestinal ocorre via superficie apical, quando a
Salmonella induz a ruptura e o afastamento das microvilosidades, provocando a
endocitose e migrando através da célula. Acredita-se que a invasao ocorra por um
receptor mediador de endocitose, embora esses receptores ndao tenham sido
identificados. A complexidade do mecanismo de invasdo da Salmonella mostra

sua alta capacidade de invadir diferentes tipos de células (FINLAY & FALKOW,
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1989; LAX et al., 1995; CHADFIELD et al., 2003). A Salmonella migra da
submucosa para tecidos linfaticos e € ingerida por células fagociticas do sistema
imune por um mecanismo desconhecido. A seguir, alcanga a corrente sanglinea,
e posteriormente, o figado, baco e medula 6ssea. Nesse estagio ocorre a
multiplicacédo, que dependera da cepa de Salmonella e da resisténcia genética do
hospedeiro (HORMAECHE et al., 1993). Durante a infeccdo sistémica as
salmonelas interagem com macréfagos e fagocitos polimorfonucleares, sendo a
habilidade para se multiplicar dentro destas células um pré-requisito para
viruléncia (MASTROENI et al., 1995).

A patogenicidade das salmonelas depende de uma série de fatores
associados a bactéria, a ave e as condigbes de criacdo. A associacdo e a
penetracdo da bactéria na mucosa digestiva € um pré-requisito para a infeccao
sistémica, onde outras células sédo invadidas (BARROW, 1995; RYCHLIK et al.,
1998).

O paratifo aviario ndo tem agente especifico. Excetuando-se os agentes do
tifo aviario e da pulorose, todos os demais sorotipos de Salmonella podem causar
0 paratifo. S. Typhimurium e S. Enteritidis causam salmoneloses em aves com
maior frequéncia que outros sorotipos (SNOEYENBOS, 1991). Embora aves
adultas sejam relativamente resistentes a multiplicacdo sistémica, ocorre a
colonizacéo do trato digestivo na auséncia da doenca. Independente da presenca
de manifestacOes clinicas, os sorotipos relacionados com o paratifo aviario estao
associados a casos de infeccdo alimentar no homem (BARROW, 1999, 2000). A
Salmonella Typhimurium, além de sua importdncia em salde publica, €
responsavel por surtos de infec¢do alimentar causados por cepas com mdultipla
resisténcia a antibidticos e fermentadoras de lactose. Esta ultima caracteristica
dificulta o diagnéstico da doenca, o que ressalta ainda mais a importancia das
pesquisas que visem a prevenir a dissemina¢édo da salmonelose (MCDONOUGH
et al., 2000).

O sorotipo de maior significancia em saude publica € o da Salmonella
Enteritidis (POPPE, 1994), intrinsecamente relacionado com infec¢do alimentar
por ovos e seus derivados (SMITH, 1989). No Brasil, significativo aumento de S.
Enteritidis foi detectado a partir de 1993, tornando-se, desde 1994, o sorotipo de

Salmonella mais frequentemente isolado de casos de infeccbes humanas, e
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também de materiais de origem ndo humana, principalmente de alimentos
destinados ao consumo humano. O Instituto Adolfo Lutz (I.A.L.) analisou 5.490
cepas de Salmonella isoladas de 1991 a 1995, provenientes de infecgOes
humanas (2254 cepas) e de materiais de origem ndo humana (3236 cepas), e
evidenciou aumento significativo na participacdo da S. Enteritidis. Assim, em 1991
este sorotipo correspondeu a 1,2% das cepas de Salmonella isoladas, 2% em
1992, 10,1% em 1993, 43,3% em 1994, e 64,9% em 1995. Este aumento
verificado a partir de 1993 esteve associado a ocorréncia de surtos de diarréia
veiculados por alimentos (UNIVERSIDADE ESTADUAL DE GOIAS, 2001). Em
muitos casos, a S. Enteritidis determina uma doenca auto limitante, mas,
particularmente em criancas e idosos, pode ser grave o suficiente para requerer
internamento hospitalar, por se tornar invasiva e causar a morte (GREIN et
al.,1997). A variacdo entre as cepas pode afetar a resposta imune, quanto a
infectividade e a invasdo (GAST, 1998). A transmissdo de agentes infecciosos
dentro de uma populagdo é uma das preocupacdes em saude publica
(SALMONELLA..., 2002).

Para agravar a situacdo da salmonelose no cenario mundial, passaram a ser
relatados nos EUA, surtos de infeccdo alimentar com amostras resistentes a
varios antibidticos, como a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfas e
tetraciclinas (CODY et al., 1999; VILLAR et al.,, 1999). O relato de surto na
Dinamarca caracterizou-se por reduzida eficacia das fluorquinolonas no
tratamento dos pacientes, além das cinco drogas citadas anteriormente (MOLBAK
et al., 1999).

O desenvolvimento racional e o aumento da produtividade avicola podem ser
obtidos pela aplicacdo de medidas veterinarias destinadas a proteger e melhorar
o nivel das saudes publica e animal, sendo necesséario também impedir e reduzir,
através de medidas de controle adequadas, o aparecimento de zoonoses
transmitidas através de alimentos de origem animal, em especial as que

constituam uma ameaca para a saude humana (DIRECTIVA..., 1992).

2.2. Probiéticos — Lactobacillus:
A microbiota intestinal das aves € composta de inumeras espécies

bacterianas, formando um sistema complexo e dinamico, responsavel por
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influenciar decisivamente em fatores microbiologicos, imunolégicos, fisioloégicos e
bioquimicos no hospedeiro, podendo ser modulada pela composicdo da dieta
(TANNOCK, 1998). A formacdo desta microbiota se d4 imediatamente ap0s o
nascimento, e aumenta durante as primeiras semanas de vida (MACHADO,
2000). Microbiota normal s&o aqueles microrganismos que se encontram
habitualmente na superficie das mucosas sadias (BARBES, 2001).

O efeito protetor da microbiota intestinal contra a coloniza¢do por patdégenos
€ conhecido ha muitos anos e tem sido amplamente aceito (PARRA, 1994). Esta
habilidade de protecdo, conhecida como exclusdo competitiva (EC), foi
primeiramente descrita pelo professor Esko Nurmi na Finlandia, em 1973 (NURMI
& RANTALA, 1973). EC é a incapacidade de uma populacdo de microrganismos
em se estabelecer no intestino, em razdo da presenca de outra populacdo
bacteriana (DAY, 1992).

Os produtos de EC séo originados do cultivo integral da microbiota intestinal,
engquanto probidticos sdo constituidos por um ou mais componentes previamente
identificados (FULLER, 1989). Uma maior compreensdao do funcionamento da
microbiota intestinal € necesséria, visto que sua acao interfere, diretamente, na
saude geral do hospedeiro (TANNOCK, 1998).

Lilly & Stillwell (1965) citaram o termo “probidtico” para descrever qualquer
substancia ou organismo que contribuisse em manter o equilibrio microbiano
intestinal. Posteriormente, Fuller (1989) descreveu probidtico como sendo um
suplemento alimentar microbiano vivo que beneficia o hospedeiro animal com
melhoria do balango microbiano intestinal. Para Schaafsma (1996) probiéticos sao
“organismos vivos que, quando ingeridos, proporcionam efeito benéfico além dos
inerentes a nutricdo basica”.

A acdo dos probidticos no organismo se refere principalmente a inibicdo que
estes exercem na colonizacdo do intestino por bactérias patogénicas. Os
mecanismos através dos quais 0s probidticos reduzem as bactérias patogénicas
sdo: producdo de substéancias bactericidas, competicdo por nutrientes e sitios de
ligacdo, alteracdo do metabolismo microbiano, estimulagdo do sistema
imunoldgico local e sistémico a partir da capacidade de adesdao a mucosa
intestinal, e a modificacdo da atividade metabolica do trato intestinal (BARBES,
2001; TRAVI..., 2002).
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O aumento do uso de antibidticos, da resisténcia bacteriana, dos pacientes
imunodeprimidos, das infeccbes oportunistas e do surgimento de novos
patdgenos, sao fatores que determinam a necessidade de desenvolver novas
estratégias no tratamento e prevencao das infec¢Bes. Devido as caracteristicas
dos probioticos, tem-se sugerido que 0s microrganismos que 0os compde podem
ser Uteis nos processos infecciosos (REVISTA..., 2000)

Os probidticos devem ser viaveis nos diferentes microambientes do trato
intestinal, para desempenhar sua funcao protetora (BRASSART, 1997). A acao do
probiotico contribui para a normalizacdo da permeabilidade intestinal (que pode
estar aumentada), para o equilibrio da microecologia do intestino (quando
alterada por administracdo de antibioticos), e para producdo de imunoglobulina A
intestinal (SIITAS et al., 1996; FUKUSHIMA et al., 1998).

Os mecanismos pelos quais um probidtico exerce seus efeitos sdo a
supressdo de virus e bactérias patogénicos, estimulacdo da imunidade local e
sistémica, e a modificagio da atividade metabolica do trato intestinal (BARBES,
2001).

Entre os principais géneros de microrganismos que sao identificados na
microbiota cecal de aves, observa-se, invariavelmente, a presenca de Bacillus,
Bacteroides, Bifidobacterium, Citrobacter, Clostridium, Enterococcus, Escherichia,
Eubacterium, Fusobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus,
Peptostreptococcus, Propionibacterium, Ruminococcus e Streptococcus, entre
outros (CORRIER et al., 1994c; HUDAULT et al., 1985; IMPEY et al.,, 1982;
OYAZARBAL & CONNER, 1995).

Atualmente ha grande expectativa pelo efeito benéfico das bactérias acido
lacticas sobre a saude humana, por sua acdo especifica sobre determinados
processos infecciosos (REVISTA..., 2000).

Em humanos o género Lactobacillus €& populagdo dominante ou
subdominante no intestino delgado, assim como o género Bifidobacterium é no
colon. A resposta imune do hospedeiro e a funcdo de barreira da microbiota, sdo
algumas das defesas da mucosa intestinal contra patégenos (SCHIFFRIN, 1999).

Gusils et al. (1999) observaram a adesdao de Lactobacillus animalis e L.

fermentum nas células intestinais de aves, concluindo que L. fermentum reduziu a
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colonizacdo de Salmonella Pullorum, enquanto L. animalis inibiu a adeséo de S.
Pullorum, S. Enteritidis e S. Gallinarum.

Estudos in vivo e in vitro indicam que Lactobacillus reuteri influencia o
sistema imune celular e humoral, pela estimulacdo da producgéo de citocinas e de
células imunocompetentes, aumentando assim, a producdo de anticorpos
(TEJADA-SIMON et al.,, 1999). Ha evidéncias de que o Lactobacillus reuteri
influencia na expressao das citocinas na mucosa intestinal (MAASSEN, 2000). A
resposta imune do hospedeiro compreende as defesas ndo especificas e as
defesas especificas, ou adaptativas, que sdo ativas unicamente contra o
patdgeno que estimula a resposta, e cujo desenvolvimento requer alguns dias
(FEARON et al.,, 1996). Cepas de Lactobacillus induzem a formacdo de uma
barreira mucosa mais efetiva e com certa especificidade (ISOLAURI et al., 1991,
SAAVEDRA et al., 1994).

A seguranca das cepas bacterianas utilizadas como probioticos € uma
guestdo muito importante. O emprego de Lactobacillus spp. e Bifidobacterium
spp. ndo ocasiona preocupacdo, devido ao fato de que, normalmente, estas
bactérias estdo presentes no trato gastrointestinal sadio, ndo sendo relatados

danos envolvendo estes microrganismos (SIMON et al., 1984).

2.3. Imunologia:

O trato intestinal € uma enorme superficie de interagdo do individuo com o
meio externo, albergando numero de células microbianas muito superior ao
namero de células do organismo (GORBACH et al., 1967; BAQUERO, 1992). As
bactérias se encontram em todos os niveis do trato gastrointestinal, mas em
diferentes quantidades, devido as diferentes localizagbes (BAQUERO, 1992;
BOURLIOUX, 1994; HILL, 1990). O trato gastrointestinal é considerado
primariamente um 6rgdo de digestdo e absorcdo, mas € um Orgdo
metabolicamente ativo, que requer nutrientes especificos (SAADIA et al., 1990).

A mucosa intestinal apresenta a maior interface do organismo com o meio
externo e, portanto, também a principal via de entrada para a maioria dos
patogenos (ELIA et al., 2002). No intestino delgado, o peristaltismo, a presenca de
imunoglobulina A (IgA), e a microbiota, reduzem a populagdo de espécies
patogénicas (ROWLANDS et al., 1999).
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Diversos estudos demonstram um aumento da producdo de IgA, apls o
tratamento com probiéticos (PROBIOTICOS, 2000). Segundo Nagy et al. (1979),
algumas bactérias podem estimular moléculas de imunoglobulinas, tais como a
IgA. O sistema imune pode ser influenciado pela microbiota intestinal por diversos
meios, como por exemplo, a prevencao da adesao bacteriana na mucosa através
dos anticorpos IgA e oligossacarideos, funcionando como analogos de receptores
(WOLD & HANSON, 1994).

O Lactobacillus tem sido reconhecido pela habilidade em estimular a
producdo de IgA, aumentando a resisténcia a doencas (FULLER, 1997,
PERDIGON et al., 1993). Experimento utilizando L. reuteri em racédo de frangos
demonstrou que na lamina propria do ileo desses animais houve um aumento
significativo de células T CD4+, mas nado de células T CD8+. Frangos de corte
tratados ao nascimento com racdo contendo L. reuteri, e desafiados oralmente
com uma cepa de S. Typhimurium altamente patogénica (10° UFC/ave), também
ao nascimento, e com um dia de idade desenvolveram titulos de anticorpos contra
Salmonella significativamente elevados, quando comparados com aves nao
tratadas (CASAS, 1998). As espécies de Lactobacillus variam em sua
propriedade imunoregulatéria (PERDIGON et al., 1986; PUUWELS et al., 1996).
Lactobacillus acidophilus, L. bulgaricus e L. casei parecem aumentar a atividade
fagocitaria, a sintese de IgA e a ativacao dos linfocitos T e B (TRAVI..., 2002).
Barbés (2001) confirmou o efeito imunogénico que a microbiota exerce,
aumentando o numero de células produtoras de IgA.

Um dos possiveis efeitos antinfecciosos dos probibticos, recentemente
reportados, € o mecanismo de ativagdo do sistema imunol6gico. O aumento de
IgA, resultante da ingestdo de probidticos, pode contribuir para aumentar a
resisténcia da mucosa contra a infeccdo gastrointestinal (WILLINER, 1998;
KIRJAVAINEN et al., 1999). Bactérias acido lacticas demonstram ser potentes
moduladoras da fungdo imune (KAILA, 1992; ARUNACHALAM, 2000). Estudos
utilizando modelos animais ou cultura in vitro, demonstram evidéncia primaria da
imunomodulacéo (GILL & RUTHERFURD, 2001).

A imunidade da mucosa no trato gastrointestinal é a defesa primaria contra
patégenos (POXTON et al., 1995). A imunidade humoral local é a resposta imune

que ocorre nas mucosas, constituida principalmente pelo sistema secretor de IgA
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(ELIA et al., 2002). A IgA é a classe predominante de imunoglobulina encontrada
nas secrec¢des intestinais, pulmonares, urogenitais, lagrimas, saliva e muco nasal.
Essas imunoglobulinas sdo produzidas por plasmdcitos intestinais (ELIA et al.,
2002; NORONHA et al.,, 1995; LOPES, 1994), que sado linfocitos B ativados
(MICROBIOLOGY..., 2002) sendo secretadas na luz intestinal, onde exercem
efeito antibacteriano, antiviral e antitoxina (ELIA et al., 2002). Sua producédo é
estimulada por antigenos polissacarideos (parede bacteriana), que sensibilizam
os linfécitos B (LOPES et al., 1994).

A IgA apresenta-se em duas formas, sendo considerada um componente do
sistema imune especifico. A IgA circulante € monomérica, ao passo que a IgA
secretoria é polimérica, e presente nas secrecdes corporais (LOPES et al., 1994;
MICROBIOLOGY..., 2002). A IgA nas secrecdes se encontra ligada a um
componente secretor, formando a IgA secretora, composta por varios mondmeros
ligados por pontes de enxofre e pela cadeia J (NORONHA et al., 1995). Tal
cadeia é uma pequena proteina sintetizada por todos os plasmdcitos que
secretam imunoglobulinas poliméricas. Sua funcdo é facilitar a polimerizacédo
correta (MICROBIOLOGY..., 2002). Ja o componente secretor, o qual é
fundamental no complexo mecanismo que envolve a producéo de IgA polimérica,
normalmente se adere a IgA a medida que ela passa através do epitélio da
mucosa. A aderéncia do componente secretor facilita o transporte da IgA
secretora, além de proteger a imunoglobulina do ataque proteolitico (NORONHA
et al., 1995).

Uma das fungbes da IgA € a exclusdo imune, quando esta se liga a
antigenos, interferindo no ataque e colonizacdo de patégenos (WILLIAMS et al.,
1972). A acao da IgA na superficie mucosa possui algumas caracteristicas como
a estrutura polimérica, a presenca da cadeia J, e 0 componente secretor, 0s quais
a diferem das outras imunoglobulinas (STAAT & MCGHEE, 1996).

Anticorpos IgA atuam como primeira linha de defesa na mucosa e no limen
intestinal (LOPES et al.,, 1994), regides onde ocorre o primeiro contato de
inUmeros patdégenos com a ave. Desta forma, o aumento do titulo de IgA neste
local proporcionara redugcdo das infecgBes por patdégenos intestinais, devido a
interacdo da IgA com a superficie dos microrganismos patogénicos (HUSBAND et
al., 1999).
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Ha evidéncias indiretas da passagem seletiva de IgA a luz do intestino
delgado, o que é corroborado pela observacdo de que plasmécitos contendo IgA
sao mais proeminentes e mais numerosos nas vilosidades intestinais do que
aquelas contendo IgG. A IgA pode ser sintetizada, tanto localmente por
plasmadcitos do préprio tecido ou chegar por via hematdégena de qualquer outro
lugar do organismo. A evidéncia de que ocorre a sintese local de IgA é
proporcionada pela observacao de que isoanticorpos IgA contra heméceas podem
ser facilmente demonstrados no colostro, embora ausentes no plasma. A IgA
secretada no intestino, parece ter resisténcia aumentada a digestdo por enzimas
proteoliticas e agentes redutores, o que aumenta a sua meia vida neste 6rgao
(HUMPHREY & WHITE, 1970). Esta IgA secretdria pode ser detectada por testes
sorolégicos, como por exemplo, o exame Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), que tem sido empregado para detectar resposta soroldgica contra
microrganismos do género Salmonella, embora o monitoriamento bacteriol6gico
seja tradicionalmente o suporte principal para determinar uma infecgcdao no plantel
(BARROW, 1998). Segundo Barrow et al. (1989), Iba et al. (1991), Nicholas &
Cullen (1991), Barrow et al. (1992), van Zijderveld et al. (1993), e Berchieri Jr. et
al. (1995), nem todas as aves sorologicamente positivas apresentam excrecao
fecal durante os exames bacteriolégicos, mas todas as aves positivas em exame
microbioldgico apresentam soropositividade no ELISA.

A técnica do ELISA pode detectar resposta sorolégica em aves portadoras
quando nao for possivel a identificacdo por meio de exames bacterioldgicos,
mediante cultura de suabe cloacal, amostras de cama e amostras de 6rgdos de
aves (DADRAST et al., 1990).



“Minha fé mais profunda é que
podemos mudar o mundo
pela verdade e pelo amor”

(Mahatma Gandhi)

OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

3.1. Gerais:
Verificar possiveis alteracfes histopatoldgicas e imunoldgicas da mucosa
intestinal de aves tratadas com Lactobacillus spp., e desafiadas com Salmonella

Enteritidis.

3.2. Especificos:

Aves tratadas com Lactobacillus acidophillus, L. fermentum, L. reuteri e L.
salivarius, e desafiadas ou ndo com Salmonella Enteritidis foram mensuradas
individualmente através dos seguintes parametros:

3.2.1. Peso corporal,

3.2.2. Comprimento das vilosidades da porcéo proximal do duodeno;

3.2.3. Producdo de imunoglobulina A proveniente de fluido de lavagem
intestinal das aves.

3.2.4. Lesdes histopatoldgicas do duodeno.



“Meco o valor de um homem
pela medida em que ele se
liberta de seu préprio eu”
(Albert Einstein)

MATERIAIS E METODOS
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Local:

Os experimentos foram realizados no Infectério e Laboratério de
Ornitopatologia do Departamento de Clinica Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista — UNESP — Campus

de Botucatu.

4.2. Aves:

Foram utilizadas 288 pintos de corte com um dia de idade, de linhagem
comercial, ndo sexadas, e livres de administragdo de quimioterapicos,
provenientes de matrizes com 40 e 47 semanas de idade. Todos os experimentos
foram programados para inicio imediato apds a chegada das aves do incubatério.
As aves foram alojadas em gaiolas de arame, em isolamento e aquecidas,
recebendo agua e racdo ndo medicada ad libitum. Para se comprovar a auséncia
de Salmonella spp., foram adquiridas oito aves a mais em cada grupo, sendo
estas sacrificadas imediatamente apds a chegada ao laboratorio quando realizou-
se procedimento tentativo de isolamento de Salmonella spp. conforme
metodologia descrita por Ewing (1986) e Mallinson & Snoeyenbos (1989). O
isolamento de uma Unica col6nia de Salmonella spp., determinaria o sacrificio de

todo o lote de aves, com o consequente cancelamento do experimento.

4.3. Amostras de Lactobacillus:

Foram utilizadas amostras de Lactobacillus acidophilus, L. fermentum, L.
reuteri e L. salivarius, isoladas de inglavio e cecos de matrizes pesadas de
linhagem comercial em producdo, empregando-se cultivo anaerébio em meio de
cultura DeMan-Rugosa-Sharpe (MRS), especifico para Lactobacillus. As amostras
foram identificadas pelo Laboratério de Ornitopatologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia -UNESP- Campus de Botucatu, através do teste de
hidroxido de potassio, coloracdo pelo método de Gram, producdo de catalase,

formacdo de gas a partir da glicose, e teste de fermentacdo de carboidratos

utilizando o APl 50 CH ®.
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4.4. Amostra de Salmonella Enteritidis:

Foi utilizada amostra de Salmonella enterica, subespécie enterica, sorotipo
Enteritidis fagotipo 4, isolada de figado de matrizes pesadas, sorotipada e
fagotipada pelo Instituto Adolfo Lutz em S&o Paulo-SP, mutante resistente ao
acido nalidixico (Nal) e rifampicina (Rif), desenvolvida através de cultivos
sucessivos em agar verde brilhante (AVB) contendo acido nalidixico (100ug/mL
de meio) e rifampicina (100pug/mL de meio), conforme Andreatti Filho et al. (1997),
Weinack et al. (1982), Ziprin et al. (1991), para facilitar posterior enumeragéo

bacteriana.

4.5. In6culo de Lactobacillus:

Todas as amostras de Lactobacillus utilizadas neste experimento, foram
cultivadas separadamente em tubos contendo caldo MRS, a 37°C por 48 horas
em anaerobiose. Posteriormente, 1mL de caldo MRS cultivado foi retirado de
cada tubo, e misturado com os demais, formando inéculo na diluicdo 1:1:1:1. O
nimero de unidades formadoras de colénia (UFC) do inéculo (2,0x10° UFC/mL)
foi determinado através de diluicdbes decimais em solucdo tampdo de salina
fosfatada (PBS) com pH 7,2 (Tabela 1). Todas as determinacfes bacterianas
foram realizadas pelo plagueamento de 0,1mL das suspensdes (MRS) e
respectivas diluicdes decimais (PBS), em duplicata de dgar MRS. A leitura das
placas foi feita apds incubacédo a 37°C por 48 horas. Todas as incubacbes de
Lactobacillus foram realizadas em anaerobiose, utilizando jarra contendo sistema

anaerébio (Anaerobac)).

4.6. Inoculo de Salmonella Enteritidis:

Os in6culos, em todos os experimentos, foram constituidos de culturas da
amostra de S. Enteritidis em caldo infusdo de cérebro e corag¢do (BHI), incubados
a 40°C por 12 horas, e diluido 100 vezes também em BHI no momento do uso. O
namero de UFC nos inéculos foi determinado através de diluicbes decimais em
PBS com pH 7,2 (Tabela 1). Todas as determinacdes bacterianas foram
realizadas pelo plagueamento de 0,1mL das suspensfes (BHI) e respectivas
diluices decimais (PBS), em duplicata de AVB Nal Rif. A leitura das placas foi

“ Probac do Brasil Produtos Bacteriol6gicos Ltda.
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feita ap6s incubacdo a 40°C por 24 horas, com inéculo de 3,0x10® UFC/mL e

3,3x107 UFC/mL, no primeiro e segundo desafios, respectivamente.

4.7. Delineamento Experimental:

Duzentas e oitenta e oito aves foram divididas em seis grupos de 48 cada

(Tabela 1), assim compostos:

Grupo A: aves tratadas com pool de Lactobacillus spp. no primeiro dia,
e desafiadas com Salmonella Enteritidis no terceiro e vigésimo primeiro
dias de vida (L+S 3/21).

Grupo B: aves tratadas com pool de Lactobacillus spp. no primeiro dia,
e desafiadas com S. Enteritidis somente no terceiro dia de vida (L+S 3).
Grupo C: aves tratadas com pool de Lactobacillus spp. no primeiro dia,
e desafiadas com S. Enteritidis somente no vigésimo primeiro dia de
vida (L+S 21).

Grupo D: aves tratadas com pool de Lactobacillus spp. no primeiro dia,
e ndo desafiadas com S. Enteritidis (L).

Grupo E: aves nédo tratadas com Lactobacillus spp., e desafiadas com
S. Enteritidis no terceiro e vigésimo primeiro dias de vida (S 3/21).
Grupo F: aves nao tratadas com Lactobacillus spp., € ndo desafiadas

com S. Enteritidis (controle).

TABELA 1: Unidades formadoras de col6nia (UFC) no tratamento com Lactobacillus spp.
e desafio com S. Enteritidis em cada grupo experimental.

Grupo Tratamento com Lactobacillus spp Desafio com S. Enteritidis
Primeiro dia* 3° dia 21° dia

L+S 3/21 2,0x10° ** 3,0x10° 3,3x10’
L+S 3 2,0x10° 3,0x10°
L+S 21 2,0x10° 3,3x10’
L 2,0x10°
S 3/21 3,0x10° 3,3x10’
Controle

* |dade das aves

** UFC/MI
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Os in6culos foram administrados através de depésito direto no
eso6fago/inglavio, com o auxilio de pipeta graduada de 1 mL na quantidade de
0,5mL/ave.

Oito aves de cada grupo foram coletadas aos 14, 21, 28 e 35 dias de idade,
e sacrificadas por deslocamento cervical, necropsiadas de forma asséptica, e
retirado o intestino a partir da por¢do proximal do duodeno até a porcéo distal do
reto. Um dos cecos foi separado para quantificacdo de Salmonella Enteritidis,
enquanto o restante foi processado a fim de se coletar o fluido de lavagem
intestinal. Posteriormente, foi coletado segmento do duodeno (aproximadamente
dois centimetros apdés a moela) para exame histopatoldégico e medicdo das
vilosidades.

Todas as aves foram pesadas individualmente no comec¢o do experimento, e
oito aves antes de cada sacrificio, para obtencédo do peso médio das aves apos o

cultivo/tratamento.

4.8. Contagem de Salmonella:

Em cada momento apds o sacrificio, um dos cecos de cada ave foi fixado na
regido ileocecal com o auxilio de fio estéril, removido assepticamente, transferido
para bolsa plastica e homogenizado com PBS na propor¢édo de 1:10, obtendo-se
diluicdo 10*. Realizou-se as demais diluicdes até 10® em tubos de ensaio
contendo PBS, com posterior plagueamento de 0,1mL em duplicata de AVB
Nal/Rif, cultivadas durante 24 horas a temperatura de 40°C. O numero de
UFC/grama de conteudo cecal obtido foi convertido em logio para a interpretacao
dos resultados.

4.9. Processamento das amostras e medida do comprimento das

vilosidades:

Amostras individuais de, aproximadamente, um centimetro de comprimento
da porcéo proximal do duodeno foram coletadas das aves, abertas pela borda
mesentérica, estendidas pela tunica serosa, e fixadas em solucdo de Bouin
durante 18 horas, em frascos de vidro identificados. Posteriormente, foram
recortadas e lavadas em alcool etilico 70%, e desidratadas em série crescente de

alcool etilico. Apos desidratacdo, foram diafanizadas em xilol e incluidas em
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parafina. Em cada lamina histolégica foram colocados seis cortes semi-seriados
com 5um de espessura, sendo que entre estes, foram desprezados seis cortes
(JUNQUEIRA et al.,, 2002). Os cortes foram corados segundo a técnica da
hematoxilina — eosina (HE). Foram efetuadas trinta medidas do comprimento das
vilosidades de cada ave para o segmento do duodeno coletado. As medidas do
comprimento dos vilos foram tomadas a partir da regido basal, que coincide com a
porcdo superior das criptas, percorrendo-a longitudinalmente até seu apice
(Figura 1). A andlise morfométrica do intestino delgado foi realizada em sistema
analisador de imagens (ZEISS) contendo o programa KS-300, através de

microscopia de luz, em aumento de 50 vezes.

7 R
. =

FIGURA 1. Medida do comprimento de vilosidade (um) do duodeno (HE-50X).

4.10. Coleta do fluido de lavagem intestinal:
Inoculou-se com auxilio de seringa descartavel estéril, 2 mL de solucao
tampéo (PBS contendo 0,02% sodium azide, 1% albumina de soro bovino, 1mM

phenylmethyl sulfonyl fluoride e 5mM &cido etileno diamino tetra-acético, sal
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dissédico-EDTA), na porcao proximal do duodeno e coletou-se o fluido na porcao
distal do reto. O fluido intestinal foi centrifugado a 1200 x g por 15 minutos, e o

sobrenadante separado para o teste de ELISA.

4.11. Extracdo do antigeno para o teste ELISA:

Culturas de S. Enteritidis Nal/Rif foram utilizadas no preparo dos antigenos, e
incubadas em 10mL de BHI, a temperatura de 37°C durante 24 horas;
posteriormente inoculou-se 5 mL em 500mL de caldo BHI, com incubagéo similar
a anterior. A seguir, as culturas foram centrifugadas a 1912Xg (centrifuga
refrigerada Sorvall Super T 21) a temperatura de 4°C durante 30 minutos. Os
sobrenadantes foram retirados, e 0os sedimentos ressuspensos em 10mL de PBS
com pH 7,4, realizando-se um total de quatro lavagens. Posteriormente, as
culturas foram sonicadas (sonicador VCX400 — Sonics & Materials inc. 53 church
Hill Rd), sendo submetidas a oito ciclos de + 85watts de poténcia durante 30
segundos, com intervalo de 30 segundos entre os ciclos. Os materiais sonicados
foram centrifugados a 5000Xg por 20 minutos numa temperatura de 4°C. Os
sobrenadantes foram armazenados a temperatura de -20°C e utilizados como

antigenos durante o ELISA indireto.

4.12. Reagao ELISA:

Antigeno de S. Enteritidis foi preparado por sonicagdo da bactéria cultivada
em BHI e purificada por centrifugacdo da suspensdo (HASSAN et al., 1990).
Placas estéreis apropriadas contendo 96 pocos foram preenchidas com 50uL de
antigeno na diluicdo de 1:50 com tamp&ao carbonato-bicarbonato (15 mM Na,COg3,
35 mM NaHCOg3), com pH 9,6, incubados a temperatura de 4°C durante 18 horas.
Apés cada etapa, os reagentes foram removidos e as cavidades lavadas quatro
vezes com PBS, acrescido de 0,01% de TWEEN 20 (PBST). As placas foram
blogueadas com o acréscimo de 100uL de solucdo tampdo carbonato-
bicarbonato, juntamente com 2% de albumina de soro bovino (BSA-Sigma), e
incubados durante 60 minutos a temperatura de 37°C, para evitar ruidos na
reacdo. Em seguida, 50uL de cada amostra dos fluidos de lavagem intestinal,
previamente diluidos em PBST + BSA 0,5% (1:2), foram depositados em cada

poco, e as placas incubadas a 37°C durante 60 minutos. Nova lavagem foi



MATERJALS E METODOS Adriano Sakai Okamoto 24

realizada, e 50uL do conjugado (anticorpo de ovelha anti-lgA de galinha
associado a peroxidase) diluidos em PBST + BSA 0,5% (1:40000) foram
adicionados, com nova incubagdo durante 60 minutos a 37°C. ApOs nova
lavagem, o substrato contendo 3uL de peréxido de hidrogénio a 30%, 100uL de
tetra metil benzadina (TMB) a 10mg/mL (diluido em Dimetil sulféxido-DMSO), e 10
mL de tampdo acetato / citrato 0,1 mol/L com pH 6,0, foram adicionados,
totalizando o volume de 100 pL/poco, durante 15 minutos em temperatura
ambiente e na auséncia de luz. Finalizando, 50 pL de acido cloridrico (HCI) 2 N
foram acrescidos a cada poco para interromper a reagcdo. A mensuracao foi feita

em um leitor de placas de ELISA com comprimento de onda a 450 nm.

4.13. Anélise estatistica:

A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada por intermédio do
programa Statistical Analyses System-SAS (STATISTICAL..., 1988), e foram
feitas analises de regresséao linear e quadréatica para as medidas da altura das
vilosidades. O teste de Goodman foi utilizado para comparacdo entre as
propor¢cdes do namero de aves infectadas por S. Enteritidis entre os tratamentos,
e em cada momento. Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para
comparacao do indice de colonizacdo cecal e indice ELISA entre os tratamentos,
e em cada momento. Para cada varidvel avaliada no experimento, 0s grupos
foram comparados em cada momento pela analise de variancia de um

delineamento inteiramente ao acaso, com oito repeti¢cdes (ZAR, 1996).
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5. RESULTADOS

Para facilitar a descrigéo, leitura, e simplificar a apresentacéo dos resultados,
melhorando sua interpretacdo, optamos pela utilizagdo dos parametros abaixo
com seus respectivos significados:

- Primeiro momento - sacrificio de oito aves de cada grupo aos 14 dias de idade.

- Segundo momento - sacrificio de oito aves de cada grupo aos 21 dias de idade.
- Terceiro momento - sacrificio de oito aves de cada grupo aos 28 dias de idade.

- Quarto momento - sacrificio de oito aves de cada grupo aos 35 dias de idade.

- Tratamento com Lactobacillus spp. — 1° dia de idade.

- Primeiro desafio com Salmonella Enteritidis - 3° dia de idade.

- Segundo desafio com Salmonella Enteritidis - 21° dia de idade.

5.1. Deteccao de Imunoglobulina A (IgA):

Os resultados da deteccao de IgA obtidos no exame ELISA em densidade
optica (DO), foram convertidos para coeficiente ELISA (Tabela 2 e Grafico 1),
visando eliminar possivel variagdo da DO, devido a alteracdes na temperatura
ambiente durante o exame, levando a uma melhor interpretacdo dos resultados.
Este coeficiente foi obtido pela média da amostra menos a meédia do controle
negativo, dividido pela média do controle positivo menos a média do controle
negativo (IDEXX — USA).

Coeficiente ELISA = Média Amostra — Média Negativo
Média Positivo — Média Negativo
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TABELA.2. Deteccao de imunoglobulina A (IgA) no fluido intestinal de aves tratadas com
Lactobacillus spp. e desafiadas com Salmonella Enteritidis. Resultados expressos em
coeficiente ELISA.

Momento (dias)

Tratamento  -r———r-m=—mmmmmeme e e e
14 21 28 35
L+S 3/21 -0,116 Aa* O0,090ACa 0,457Ba 0,115Ca
L+S 3 -0,267Aa 0,063Ba 0,183Bb 0,206 B a
L+S 21 -0,256 Aa 0,241Ba 0,277Bab 0,826CDb
L -0,026 Aa 0,156Aa 0,021 Ac 0,116 Aa
S 3/21 -0,199Aa 0,153Ba 0,073Cc 0,307 B a
Controle -0,104Aa 0,169Ba 0,156 B b 0,308 C a

*Letras mailsculas comparam médias de momentos em cada tratamento (linha).
*Letras minUsculas comparam médias de tratamento em cada momento (coluna).
Médias seguidas de, pelo menos, uma letra igual ndo diferem significativamente (P>0,05).

No grupo A (L+S 3/21) houve aumento significativo de IgA no fluido intestinal
até 28 dias, com posterior diminuicdo observada com 35 dias de idade.

Os grupos B (L+S 3) e C (L+S 21) apresentaram médias crescente de IgA
concomitante com a idade das aves.

No grupo D (L) ndo houve diferenca significativa entre todos os momentos
analisados.

O grupo E (S 3/21) apresentou aumento de IgA aos 21 dias, quando ocorreu
o segundo desafio, diminuindo posteriormente o indice de IgA com 28 dias, e
voltando a aumentar com 35 dias de idade.

No grupo controle foi observado aumento gradativo de IgA nos diferentes
momentos, mostrando que com o0 desenvolvimento a ave adquire IgA
naturalmente, mesmo sem tratamento ou desafio.

Em relacdo aos momentos analisados, ndo foi observada diferenca
significativa entre os grupos estudados, aos 14 e 21 dias de idade.

Na terceira coleta (28 dias) os grupos B, C, E e F né&o diferiram
significativamente entre si. O grupo A foi 0 que apresentou maior indice de IgA
aos 28 dias de idade, devido ao tratamento com Lactobacillus spp. e ao estimulo
do primeiro e, principalmente, do segundo desafio com S. Enteritidis. Ja o grupo D

apresentou baixo indice de IgA neste momento.
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Na ultima coleta realizada aos 35 dias de idade, 0os grupos apresentaram
indices de IgA semelhantes (P> 0,05), exceto para o grupo C, que apresentou o

maior indice de IgA de todos os tratamentos e momentos.

1
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14 21 28 35
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GRAFICO 1. Deteccdo de Imunoglobulia A (IgA) no fluido intestinal das aves. Médias dos
coeficientes ELISA em cada tratamento e momento de coleta.

5.2. Contagem cecal de Salmonella Enteritidis:
Os resultados obtidos nas contagens bacterianas em UFC/grama de ceco

foram convertidos para Logio representados em medianas para cada
tratamento/momento (Tabela 3).
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TABELA 3. Quantidade de S. Enteritidis nos cecos de aves tratadas com Lactobacillus
spp. e desafiadas. Medianas das unidades formadoras de colénia (UFC) em cada
tratamento e momento de coleta.

Momento (dias)

Tratament0 ------semmmemmeme oo
14 21 28 35
L+S 3/21 5,0 A a** 0,0Ba 3,1Ba 0,0Ba
L+S 3 52Aa 4,6 Ba 0,0Ca 0,0Ca
L+S 21 00Aa 00Aa 00Aa 00Aa
L 00Aa 00Aa 00Aa 00Aa
S 3/21 58Aa 35Ba 00Ca 00Ca
Controle 0,0Aa 0,0Aa 0,0Aa 0,0Aa

* Quantidade de UFC/grama de ceco (Logo).

**| etras mailUsculas comparam médias de momentos em cada tratamento (linha).
**|_etras mindsculas comparam médias de tratamento em cada momento (coluna).
Médias seguidas de pelo menos uma letra igual ndo diferem significativamente (P>0,05).

Os grupos D e F, que nao receberam desafio, ndo apresentaram a bactéria
nos cecos em nenhum dos momentos pesquisados.

Os grupos A, B e E todos com desafio no 3° dia de vida, apresentaram
contagem elevada de Salmonella no 14 ° dia, independente do tratamento com
Lactobacillus spp., demonstrando a suscetibilidade de aves jovens nas primeiras
trés semanas de vida, sendo que no grupo A houve diminuicdo significativa
(P<0,05) da quantidade bacteriana da primeira para as demais coletas, que nao
diferiram entre si. Nos grupos B e E também ocorreu diminuicdo da quantidade
bacteriana no periodo de 14 a 21 dias, e também aos 28 e 35 dias de idade.

No grupo C, que foi tratado e desafiado somente aos 21 dias de idade, ndo
se observou a presenca de S. Enteritidis aos 28 dias e 35 dias de idade. Em
relacdo aos diferentes tratamentos utilizados neste experimento, ndo se observou

nenhuma diferenca significativa.

5.3. Medida de vilosidade intestinal:
Foram medidas 30 vilosidades em cada ave, obtendo-se a média do

comprimento/ave (Tabela 4 e Gréfico 2).
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TABELA 4. Medida das vilosidades do duodeno (um) de aves tratadas com Lactobacillus spp. e
desafiadas com S. Enteritidis. Médias das vilosidades em cada tratamento e momento de coleta.

Momento (dias)

Tratamento
14 21 28 35

L+S 3/21 x*822,90 A b** 1136,46 B b 1246,94 C c 1487,44 D c
L+S 3 X 761,18 Ab 802,43 Aa 1271,67Bc 1556,06 C d
L+S 21 x 1035,30 Ad 1110,92B b 121491 Chb 1405,88D b
L x 1016,11 Ad 1136,33B b 1407,00Cd 1565,18 D d
S 3/21 X 700,88 A a 807,41 B a 1100,54 C a 1320,27D a
Controle X 947,65 Ac 1146,74Bb 1422,65Cd 1571,27Dd

*Média aritmética (x) de oito repeticdes para cada tratamento/momento.

**[_etras minUsculas comparam médias de tratamentos em cada momento (coluna) e letras mailsculas
comparam médias de momentos em cada tratamento (linha).

Médias seguidas de pelo menos uma letra igual ndo diferem significativamente (P>0,05).

Todos os grupos experimentais demonstraram médias crescentes da medida
de vilosidade intestinal com a idade, devido ao desenvolvimento das aves.

Aos 14 dias de idade, os grupos desafiados com S. Enteritidis apresentaram
médias de vilosidades significativamente menores que os demais e, dentre 0s
grupos desafiados, o grupo que néo recebeu tratamento com Lactobacillus spp.
apresentou a menor média. Os grupos tratados somente com Lactobacillus spp.
apresentaram médias significativamente maiores que os demais grupos.

Na segunda coleta, realizada aos 21 dias de idade, os grupos B (L+S 3) e E
(S 3/21) apresentaram medias significativamente menores que os demais.

Os grupos que ndo foram desafiados com S. Enteritidis (grupos D e F)
apresentaram vilosidades duodenais maiores aos 28 dias de idade, enquanto o
grupo E apresentou a menor média de vilosidades entre todos os grupos
experimentais.

Aos 35 dias de idade, os grupos B, D e F, apresentaram maiores vilosidades
intestinais, quando comparados com os demais grupos. Nestas idades, o grupo E
apresentou as meédias das vilosidades intestinais significativamente menores

entre os demais grupos.
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GRAFICO 2. Medida das vilosidades intestinais (duodeno) de aves tratadas com Lactobacillus spp. e
desafiadas com S. Enteritidis. Média (um) de oito repeticdes em cada tratamento e momento de coleta.

5.4. Indice de aves infectadas:

A quantidade de aves infectadas por S. Enteritidis em cada tratamento e
momento de coleta esta expressa na Tabela 5.

TABELA 5. indice de aves infectadas por S. Enteritidis em cada tratamento e momento de coleta.
Resultados expressos em nimero de aves infectadas/nimero de aves desafiadas (percentual).

Momento (dias)

TratamentO ---m-mmmmmm oo s
14 21 28 35
L+S 3/21 8/8 (100) A a* 2/8 (25)B a 5/8 (62,5)Ca 3/8(37,5Ba
L+S 3 8/8 (100) A a 5/8 (62.5)B b 2/8 (25)Chb 1/8 (12,5)Chb
L+S 21 0/8(0)ADb 0/8(0)Ac 2/8 (25)Bb 3/8 (37,5 Ba
L 0/8(0)ADb 0/8 (0)Ac 0/8(0)Ac 0/8(0)Ab
S 3/21 8/8 (100) A a 6/8 (75)B b 2/8 (25)Cb 0/8(0)Db
Controle 0/8(0)ADb 0/8(0)Ac 0/8(0)AcC 0/8(0)ADb

*Letras maiUsculas comparam médias de momentos em cada tratamento (linha).
*Letras minUsculas comparam médias de tratamento em cada momento (coluna).
Médias seguidas de pelo menos uma letra igual ndo diferem significativamente (P>0,05).

Aos 14 dias de idade, todos os grupos desafiados com S. Enteritidis no

terceiro dia de idade apresentaram 100% de aves infectadas.
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No segundo momento (21 dias), o grupo A (L+S 3/21) foi o que apresentou o
menor indice de aves infectadas dentre os grupos desafiados, seguido pelos
grupos B (L+S 3) e E (S 3/21).

Aos 28 dias de idade, o grupo A (L+S 3/21) foi o que apresentou 0 maior
indice de aves infectadas.

Aos 35 dias de idade, os grupos A e C (L+S 21) apresentaram indices
significativamente maiores de aves infectadas, quando comparados com o0s
demais.

O grupo C (L+S 21) até o segundo momento (21 dias), e os grupos D (L) e F
(controle), em todos os momentos, ndo apresentaram aves infectadas.

Em todos os grupos onde as aves foram desafiadas com S. Enteritidis houve

tendéncia a reducdo do indice de aves infectadas, concomitante com o

crescimento destas.

5.5. Pesagem das aves:
O peso corporal das aves tratadas com Lactobacillus spp. e desafiadas com
S. Enteritidis em cada tratamento e momento de coleta esta expresso na Tabela 6

e Gréfico 3.

TABELA 6. Média do peso corporal das aves tratadas com Lactobacillus spp. e desafiadas com S.
Enteritidis em cada tratamento e momento de coleta.

Peso médio corporal (gramas)
Coletas (dias)

Tratamento
0 14 21 28 35
L+S 3/21 39,06 101,95* A a** 151,31 Ba 177,25B a 45250Ca
L+S 3 48,35 138,60 Aa 221,75 B bc 346,25C¢c 537,60 D b
L+S 21 47,84 132,46 Aa 242,37 B bc 370,60Cc 447,12D a
L 39,79 120,52 A a 197,74 B ab 261,88Ch 700,00Dc
S 3/21 50,20 128,57 Aa 250,00 B c 376,00Cc 511,87 D b
Controle 47,45 144,92 Aa 202,25 B bc 327,37Cc 415,75D a

* Média aritmética de oito repeticdes para cada tratamento.

**| etras mailsculas comparam médias de momentos em cada tratamento (linha).
**|_etras mindsculas comparam médias de tratamento em cada momento (coluna).
Médias seguidas de pelo menos uma letra igual ndo diferem significativamente (P>0,05).

Em todos os grupos foram observados aumentos gradativos de peso

corporal com a idade das aves, em conformidade com o desenvolvimento destas.
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Aos 14 dias de idade, ndo houve diferenca significativa entre os grupos
experimentais.

Aos 21 dias de idade, o grupo A apresentou o menor peso corporal entre
todos os grupos experimentais, 0 mesmo ocorrendo no terceiro momento aos 28
dias de idade. Aos 35 dias, o grupo D apresentou a maior média de peso corporal,
enguanto as aves dos grupos A, C e F, apresentaram as menores médias de

peso corporal.
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GRAFICO 3. Peso corporal médio, em gramas, das aves tratadas com Lactobacillus spp.
e desafiadas com S. Enteritidis, de acordo com a idade em dias.
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5.6. Exame histopatolégico:

O exame histopatolégico do duodeno de aves tratadas com Lactobacillus
spp. e desafiadas com S. Enteritidis, em cada tratamento e momento de coleta,
esta apresentado na Tabela 7 e nas Figuras 2 a 6.

TABELA 7. Exame histopatolégico do duodeno de aves tratadas com Lactobacillus spp. e
desafiadas com S. Enteritidis em cada tratamento e momento de coleta. Somatdria das lesdes
observadas em oito repeticdes.

Exame histopatolégico do duodeno

Momentos
Tratamento  ==-mmmmmmmmm s oo e e e oo
14 21 28 35
L+S 3/21 necrose moderada necrose acentuada edema moderado congestao
edema moderado edema acentuado congestao
congestao congestédo
L+S 3 necrose leve necrose moderada edema leve SLA*
edema moderado edema acentuado congestéo
congestéo
L+S 21 SLA SLA necrose acentuada necrose leve
edema acentuado edema moderado
congestao congestédo
L edema moderado edema leve SLA SLA
congestao congestéo
S 3/21 necrose moderada necrose leve edema leve SLA
edema moderado edema moderado congestao
congestao congestédo
Controle SLA SLA SLA SLA

* Sem leséo aparente

As lesdes observadas em todos os grupos desafiados foram mais evidentes
e acentuadas logo apés os desafios, com diminuicdo da intensidade das lesfes e
até mesmo o seu desaparecimento, com o0 avanco da idade das aves.

O grupo C (L+S 21) até 21 dias de idade, e o grupo F (controle), em todas as
idades, ndo apresentaram lesbes aparentes.

Dentre todos os grupos, o grupo A (L+S 3/21) foi o que apresentou as lesdes
mais graves.

O grupo D, que somente recebeu tratamento com Lactobacillus spp.,
apresentou lesdes de intensidade moderada a leve, as quais desapareceram a

partir do 28° dia de idade das aves.
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FIGURA 2. Congestdo moderada dos vasos da lamina prépria (—) e edema moderado
subepitelial (—) em vilosidades duodenais de aves com 28 dias de idade, tratadas com
Lactobacillus spp. e desafiadas com S. Enteritidis no terceiro e 21° dias (grupo A) (HE-
200X).
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FIURA 3. Necrose e hémoragia difusas na mucosa duodenal de aves com 28 dias de

idade, tratadas com Lactobacillus spp. e desafiadas com S. Enteritidis no 21° dia (grupo

C) (HE-200X).
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FIGURA 4. Necrose moderada (—) e edema acentuado subepitelial (—) em vilosidade
duodenal de aves com 21 dias de idade, tratadas com Lactobacillus spp. e desafiadas
com S. Enteritidis no terceiro dia (grupo B) (HE-200X).
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FIGURA 5. Necrose acentuada (—) em vilosidades duodenais de aves com 28 dias de

idade, tratadas com Lactobacillus spp. e desafiadas com S. Enteritidis no 21° dia de idade
(grupo C) (HE-200X).
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FIGURA 6. Acumulo de material necrético («-) no limen duodenal de aves com 21 dias
de idade, tratadas com Lactobacillus spp. e desafiadas com S. Enteritidis no terceiro e
21° dias (grupo A) (HE-400X).



DISCUSSAO

“S6 existem dois dias no ano que nada
pode ser feito. Um se chama ontem e o
outro se chama amanha, portanto, hoje é
o dia certo para amar, acreditar,

fazer e principalmente viver

(Dalai Lama)
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6. DISCUSSAO:

Produtos avicolas de origem avicola representam uma das principais fontes
de transmissédo da Salmonella para humanos (GAST, 1997; TODD, 1997). Neste
trabalho, utilizou-se amostra de Salmonella Enteritidis devido a sua crescente
participacdo nos surtos de infeccdo alimentar (FERNANDES et al., 1995;
TAUNAY et al., 1995; HOFER et al., 1997), e pelo fato do fagotipo 4 ser um dos
mais patogénicos e prevalentes (DOHERTY, 1997; HUMPHREY, 1990; NASTASI
et al., 1997, 1998; RUSHDY et al., 1997). Muitos paises ndo possuem um sistema
de vigilancia epidemioldgica eficaz, dificultando a avaliacdo da real incidéncia das
salmoneloses. Na maioria das vezes, 0s casos esporadicos e leves nao séo
notificados. Os paises que tém registrado casos crescentes de surtos sdo aqueles
em que existe uma maior notificacdo dos casos (ACHA & SZYFRES, 1992).

O custo com as salmoneloses, principalmente as paratifoides, pode ser
dividido em dois grupos: o primeiro é relacionado ao custo do tratamento dos
pacientes e a perda da produtividade (UNITED STATE..., 1995), enquanto o
segundo refere-se as perdas da industria avicola, resultado da soma da reducéo
do crescimento, mortalidade, predisposicdo a outras doencas, gastos com
programas de bioseguridade que visam impedir a disseminacdo a outras aves e
ao ser humano e o impacto causado pela divulgacdo nos meios de comunicacao,
afetando o consumo de ovos e carne de frango (GAST, 1997).

Geralmente, as infec¢Bes paratiféides determinam sinais clinicos e lesdes
somente em aves jovens e que estejam sob condicdes de estresse. Na grande
maioria, 0S casos sao assintomaticos, que tendem a persistir durante a criacao,
chegando até a idade de abate e, consequentemente, determinando a
contaminagcdo de outras aves nos abatedouros, durante as diversas fases do
processamento industrial (GAST, 1997; RAMPLING et al., 1989).

A dose infectante de Salmonella spp. utilizada experimentalmente em pintos
de um dia varia na literatura entre 10? a 10° UFC por ave (CORRIER et al., 1994c;
SNOEYENBOS et al., 1985; STAVRIC et al., 1985; ZIPRIN et al., 1990). Neste
experimento a reproducdo da infeccdo paratiféide nos pintos de um dia, se deu
através da inoculacdo intraesofagiana de S. Enteritidis na dose infectante

variando de 10’ a 10® UFCl/ave, determinando um elevado nimero de aves
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infectadas e maior colonizacdo cecal nos grupos desafiados, aos 14 dias de
idade.

No presente estudo, o tratamento com Lactobacillus spp. antes do desafio
das aves com S. Enteritidis, ndo demonstrou resultado significativo quanto a
producdo de IgA, indice de aves infectadas e colonizacdo cecal. Estes dados
estdo de acordo com Snoeyenbos et al. (1985), que afirmam que a colonizacdo
do intestino com microbiota intestinal normal, antes do desafio, limita eficazmente
a infeccao por Salmonella spp., mas, nao previne totalmente quando o desafio for
superior a 10° UFC/ave. Segundo Stavric et al. (1985), quanto maior a dose
desafio, maior serd a colonizacéo e infeccdo por Salmonella spp.

As formas de administracdo dos probidticos, ou produtos de exclusédo
competitiva, podem ser via oral (ANDREATTI FILHO et al., 1997; CORRIER et al.,
1991, 1992b; SNOEYENBOS et al., 1985), in ovo (COX et al.,1992; EDENS et al.,
1997), ex ovo (EDENS et al., 1997), liofilizada em capsulas (CORRIER et al.,
1994a), via cama reutilizada (CORRIER et al., 1992a), via cloaca (CORRIER et
al., 1994b), e por pulverizacdo (GOREN et al., 1984; CORRIER et al., 1994b;
SCHNEITZ, 1992). Nesse experimento, optou-se pela via oral (inoculacdo
intraesofagiana), visando garantir que cada ave recebesse a dose preconizada.

Ha diversos materiais relacionados a producdo de aves, utilizados para
verificar a presenca de Salmonella spp., podendo ser isolamento e/ou contagem,
a partir da cama do aviario, suabe de arrasto, visceras, ou similares como baco,
figado, vesicula biliar, gbnadas, sangue cardiaco, inglavio, intestino (cecos,
tonsilas cecais, cloaca, reto) e/ou fezes (ANDREATTI FILHO et al., 1997, 2000;
CORRIER et al., 1991, 1992ab; GLEESON, 1989; SNOEYENBOS et al., 1985).
Porém, experimentalmente € mais frequente a utilizacdo da colonizacdo cecal,
para avaliar a eficacia de diferentes tratamentos, por serem 0s cecos locais de
maior colonizacdo por Salmonella spp. e por outras espécies patogénicas da
familia Enterobacteriaceae (ANDREATTI FILHO et al., 1993). As salmonelas
paratifoides apresentam-se mais persistentes, em ordem crescente de
colonizacdo no inglavio, reto e cecos (ANDREATTI FILHO et al., 1997; 2000).
Neste experimento quantificou-se a colonizagdo cecal para determinar o indice de

aves infectadas por S. Enteritidis.
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Ndo houve mortalidade nas aves infectadas por S. Enteritidis neste
experimento, bem como naquele realizado por Navarro (1995) e Silva (1992), que
relataram baixa ou nenhuma mortalidade, exceto quando as aves estédo
imunossuprimidas ou em condi¢cfes de estresse (GAST, 1997; RAMPLING et al.,
1989). Segundo Andreatti Filho et al. (1997; 2000), além do exposto acima, as
salmonelas paratiféides possuem a caracteristica de serem auto limitantes, o que
pdde ser observado neste experimento através do indice de aves infectadas por
S. Enteritidis. O grupo E (S 3/21), apresentou diminuicdo na quantidade de aves
infectadas e da bactéria nos cecos (Tabelas 3 e 5) no decorrer do tempo,
mostrando, dessa forma, em conformidade com Andreatti Filho et al. (1997,
2000), a caracteristica auto limitante da S. Enteritidis em aves.

Aos 14 dias de idade, todas as aves desafiadas aos trés dias de idade,
apresentaram positividade para S. Enteritidis, com elevada quantidade bacteriana
nos cecos (Tabelas 3 e 5), de acordo com Bailey et al. (1994) e Byrd et al. (1998),
gue relataram que aves recém nascidas sem tratamento sdo altamente
suscetiveis a colonizagéo intestinal.

No segundo desafio, aos 21 dias de idade, apenas o grupo A, (L+S 3/21),
apresentou aumento no indice de aves infectadas, mostrando que o tratamento
com Lactobacillus ndo foi eficaz, uma vez que o grupo controle, néo tratado e néao
desafiado com S. Enteritidis, também aos 21 dias de idade, obteve indice
semelhante. O mesmo foi observado por Snoeyenbos et al (1985), quando
concluiram que a microbiota intestinal ndo previne totalmente a infec¢cdo por S.
Enteritidis, quando o desafio for superior a 10° UFC/ave.

Nos grupos desafiados, ndo se observou diferenca significativa (P>0,05) no
peso corporal das aves, tratadas ou ndo com Lactobacillus spp. Resultado
semelhante foi observado por Andreatti Filho et al. (1997; 1999), indicando que a
presenca de S. Enteritidis ndo interferiu na produtividade das aves.

O grupo D, de aves tratadas somente com Lactobacillus spp., foi o que
apresentou peso corporal significativamente maior no final do experimento, devido
o maior desenvolvimento das vilosidades intestinais, aumentando assim a
absorcédo de nutrientes, com consequente aumento de peso das aves. O mesmo
pode ser observado por Ramirez Reyes, et al. (2005) e Henrique, et al. (1998),

quando estudaram probioticos no desenvolvimento de aves comerciais. Santin et
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al. (2000) também demonstraram o ganho de peso de frangos de corte dos 21
aos 42 dias devido ao aumento das vilosidades intestinais proporcionado pelo uso
de probidticos. Maiorka et al. (2001) também verificaram um melhor ganho de
peso e rendimento de carcaca em aves tratadas com probioticos, quando estas
foram submetidas a diferentes tratamentos com probidtico, prebiotico, simbiético e
antibiotico como promotores de crescimento.

No grupo C, de aves tratadas e submetidas apenas ao segundo desafio com
S. Enteritidis aos 21 dias de idade, ndo se detectou a bactéria nos cecos nos
periodos de 28 e 35 dias de idade, demonstrando a eficacia do tratamento com
Lactobacillus spp. no primeiro dia de idade das aves, o que, possivelmente
contribui para a formacéo e equilibrio mais precoce da microbiota intestinal.

A producédo de IgA nas aves é crescente de acordo com o aumento da idade,
conforme observado no grupo controle. Este fato esta relacionado ao aumento de
estimulos na mucosa intestinal (NAGY et al., 1979; WOLD & HANSON, 1994).

O grupo A, apresentou maior producdo de IgA (Tabela 2), quando
comparado com 0S outros grupos apdés o segundo desafio (21 dias),
demonstrando que quanto maior o desafio, maior o estimulo do sistema imune e,
assim como Nagy et al. (1979) verificaram, este estimulo aumenta a producéo de
IgA. Porém, nesta mesma idade, a presenca de S. Enteritidis no ceco e o indice
de aves infectadas foram elevados (Tabelas 3 e 5), reiterando a reduzida eficacia
do tratamento com Lactobacillus spp. diante de desafios superiores a 10°
UFC/ave (SNOEYENBOS et al., 1985).

Ao final do experimento, 35 dias de idade, o Unico grupo que apresentou
elevada producédo de IgA foi o grupo C, o qual foi tratado e recebeu apenas o
segundo desafio (21 dias), provavelmente devido a formacdo equilibrada da
microbiota intestinal jA& neste momento.

Em relacdo a medida das vilosidades duodenais, estas apresentaram medias
menores nos grupos desafiados no terceiro dia e mensurados no 14° dia, devido
principalmente as les6es determinadas pela S. Enteritidis.

Na idade de 35 dias, 0s grupos que néo receberam o segundo desafio aos
21 dias de idade, apresentaram vilosidades maiores do que as observadas nos
grupos desafiados, mostrando que o desafio recente com S. Enteritidis, além de

determinar lesdo a vilosidade, também diminui o seu comprimento. Ficou
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demonstrado que com o passar do tempo, a vilosidade se restabelece, voltando
ao tamanho normal, o que pode ser observado no grupo B, que recebeu apenas o
primeiro desafio, e apds 32 dias deste, recuperou 0 seu comprimento, mostrando-
se semelhante aos grupos que néo receberam desafio.

N&o foi observada diferenca na medida de vilosidades entre 0s grupos
tratados com Lactobacillus spp. e ndo desafiados, e o grupo sem tratamento e
sem desafio, da mesma forma que Simon et al. (1984), que relataram n&o haver
danos envolvendo estes microrganismos.

As lesbes observadas no exame histopatologico das aves foram
selecionadas em virtude da predomindncia e alta incidéncia em cada
tratamento/momento (Tabela 7 e Figuras 2 a 6). Outras lesdes foram observadas
esporadicamente, porém sem significancia, devido a pequena incidéncia.

As lesbes nos grupos desafiados apresentaram intensidade decrescente
com o decorrer da idade das aves, e concomitante com a regeneracdo das
vilosidades intestinais. Esta observacdo também foi verificada por Andreatti Filho
et al. (1997; 2000), demonstrando a caracteristica auto limitante das salmonelas
paratifoides.

No grupo C, de aves tratadas e desafiadas no 21° dia de vida, até o periodo
de 21 dias e no grupo F, de aves néo tratadas e ndo desafiadas, em todas as
idades, a auséncia de leséo esta relacionada a auséncia de desafio.

No grupo D, apenas tratado com Lactobacillus spp., também observou-se
lesBes, porém, sem severidade e desaparecendo rapidamente. Ja o grupo A, que
recebeu tratamento e os dois desafios com S. Enteritidis, apresentou as lesdes
mais acentuadas.

O efeito benéfico dos Lactobacillus spp., como acao probidtica frente a
colonizacdo bacteriana, ja foi comprovado por autores (GUSILS et al.,, 1999;
MAASSEN, 2000; SCHIFFRIN, 1999), porém, neste experimento, pouca acao
benéfica foi observada em alguns grupos. Diversas variaveis existentes nos
protocolos experimentais empregados, como tempo de cultivo, nimero de
passagens no meio de cultura, espécies de bactérias utilizadas, via de
administragdo, sorotipo de Salmonella desafio, dose infectante, entre outras,
podem ter concorrido para os resultados obtidos.



“O amor ndo consiste em olhar um
para o outro, mas sim em olhar
juntos para a mesma direcéo”

(Antoine de Saint-Exupéry)

CONCLUSOES
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7. CONCLUSOES

e Aves mais jovens sao mais sensiveis a infeccdo com S. Enteritidis, quando

desafiadas no terceiro dia de vida.

e Aves tratadas apenas com Lactobacillus spp. e ndo desafiadas

apresentaram maior ganho de peso corporal.

e A producédo de IgA é significativamente maior a partir de 28 dias de idade,
nas aves tratadas com Lactobacillus spp., e desafiadas com S. Enteritidis
no 21° dia de idade.

e O desafio com S. Enteritidis provoca a reducdo do comprimento das

vilosidades intestinais, regenerando-se posteriormente.

e As lesdes histopatolégicas mostraram-se mais acentuadas apds o0s
desafios, com posterior regeneracao.



“O amor para ser verdadeiro, tem de doer.
N&o basta dar o supérfluo a quem necessita,
€ preciso dar até que isso nos machuque”

(Madre Teresa de Calcuta)
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