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RESUMO

Estudaram-se os efeitos do tratamento de frangos com 4cidos orginicos efou microbiota
cecal anaerdbia (MCA) sobre a infecgdo sistémica e do trato digestivo de aves por
Salmonella typhimurium e S. enteritidis. Foi usada MCA sem prévia identificacdo
bacteriana. O tratamento com MCA contribuiu na resisténcia dos frangos 2 infecgéio por
Salmonelia spp. As infecgOes eram mais persistentes, em ordem, no ceco, reto e inglivio,
ndo interferindo com o peso corporal no perfodo. As infeccdes também eram
autolimitantes, pois lotes tratados € controles apresentaram indices semelhantes de
infeegdo ao final dos experimentos. Isoladamente ou em associagio com 4cido acético,
MCA reduziu a colonizagio do trato digestivo das aves por S. fyphimurium e S.
enteritidis. A associagio MCA e dcido acético ndo teve efeito potencializador na redugiio
da coleonizagdo do trato digestivo. Exceto no inglivie, o uso dos dcidos acético,
propidnico ou férmico nfio determinou diferenca em relagiio acs grupos-contrele na
reducgdo de S. typhimurium ¢ S. enteritidis no ceco e no reto. O uso de 4cidos organicos e
MCA teve pequeno efeito na reducio do pH cecal das aves tratadas. O fratamento com
MCA diminuiu a quantidade de S. enreritidis nas fezes. A reducio de pH cecal ndo
diminuiu a quantidade de S. enterifidis nas fezes. S. enteritidis foi muito mais invasiva
que a S. fyphimurium e o uso de dcidos orginicos ¢ MCA teve pouco efeito na redugio da
infecgiio sistBmica.

Palavras-chave: Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis, microbiota cecal
anaerdbia, frango.
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ABSTRACT

The aim of this investigation was to study the effect of organic acids and/or anaerobic
cecal microflora (ACM) on systemic and digestive infection of broilers by Salmonella
typhimurium and S. enteriridis. ACM was used without previous bacterial identification.
The treatment with ACM increased the resistance to Salmonella spp infection. Infection
was more evident in caeca, followed by rectum and crop and did not interfere on body
weight of broilers. Treated and control groups showed the same degree of infection at the
end of the experiment. The use of ACM isclated or combined with acetic acid, reduced
the colonization of the chick’s digestive system by S. ryphimurium and S. enteritidis.
Acetic acid added to ACM did not potentiaie the reduction of digestive system
colonization. Except for the crop, the isolated use of acetic, propionic or formic acids did
not reduce S. typhimurium and S. enteritidis, in caeca and rectum. The use of organic
acids and ACM had little effect on reduction of caecum pH. The treatment with ACM
reduced the quantity of §. enferiridis in the faeces. The reduction of caecum pH did not
reduce the quantity of 5. enteritidis in facces. S. enteritidis was much more invasive than
S. typhimurium and use of organic acids and ACM had little effect on reduction of
systemic infection.

Keywords: Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis, anaerobic cecal microflora,
broiler.

INTRODUCAQO

Culturas bacterianas anaercdhias de origem avidria definidas ou indefinidas, assim
como vdrios 4cidos orginicos, tém sido utilizados experimental e comercialmente
na prevencio de infecgbes por salmonelas em frangos de corte. As formas
indefinidas de cultura tém mostrado maior prote¢iio contra as salmonelas que as
culturas definidas (Hudalt et al., 1985; Hinton & Mead, 1991). A literatura
mostra que vérios géneros bacterianos isolados dessas culturas apresentam efeito
protetor em aves contra as salmonelas (Hudalt et al., 1985; Oyarzabal & Conner,
1995).

A protegdo intestinal dessas culturas em aves € atribufda & competigio bacteriana
por sitios de aderéncia, chamada “exclusiio competitiva”, e & produgio de dcidos
orginicos voldteis de cadeia curta a partir da lactose, por exemplo, com redugio
do pH cecal, (Hume et al., 1995; Ziprin et al., 1991).

Nzo hd completo entendimento do mecanisimo de agio desta microbiota, da sua
composi¢do quantitativa nem qualitativa, de como reproduzi-la ir virro, como
manter sua agio in vive e quais os ingredientes alimentares utilizados para a
produgio das substincias quimicas protetoras e quais sdo elas.
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O propdsito deste estudo foi avaliar o uso de microbiota intestinal anaercbia e
alguns 4cidos orginicos isoladamente ou em combinagio, na prevengio da
infecgdo de pintos de corte contra a infecgio experimental por S. nphimurium e
S. enteritidis.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados pintos comerciais de corte da linhagem Hubbard com um dia de
idade, identificados e mantidos em gaiolas de arame, sob aquecimento. Foi
fornecida ragdo comercial ndo medicada e dgua ad libitum.

Foram utilizadas wma amostra de S. typhimurium ¢ outra de S. enteritidis isoladas
de ceco e de figado de matrizes pesadas. respectivamente, resistentes ao acido
nalidixico (Nal®), por meio de cultivos sucessivos em dgar verde brilhante que
continha 100ug de Nal/ml de meio de 4cido nalidixico (Weinack et al., 1982). Os
indculos eram culturas das amostras em caldo infusdo de cérebro e coragao
(ICC), incubados a 40°C por 12 horas. Todos os grupos receberam 10 unidades
formadoras de coldnias (UFC)fave, exceto os grupos tratados com dcido formico
e propidnico, que foram desafiados com 10° UFCl/ave de S. typhimurium e S.
enteritidis. O namero de UFC dos indculos e dos macerados de figado foi
determinado com o uso de plaqueamento de 0,1 ml das suspensdes e respectivas
diluigdes decimais em solugdo tampéo de salina fosfatada (PBS) com pH 7,2 em
agar verde brilhante acrescido de 10g de Nal/ml {Weinack et al., 1982). As aves
foram desafiadas por inoculagio endoesofigica com 0.5ml da suspenséo
bacteriana, com auxilio de pipeta de 1ml, no terceiro dia de idadc.

Os tratamentos foram realizados por cinco dias consecutivos a partir do primeiro
dia de idade. Utilizaram-se acidos acético, propidnico ou férmico PA na
concentragdo de 0,9% via dgua de bebida. A MCA foi inoculada uma vez ao dia,
com auxilio de pipeta graduada de 1mi, pela via endoesofdgica com 0,5ml da
cultura com 10° UFC, determinada pelo plaqueamento de 0,1ml das suspensoes
em caldo tioglicolato ¢ respectivas dilui¢des decimais em PBS, em duplicata de
dgar tioglicolato, cultivados em anaerobiose. A MCA ftoi obtida mediante ©
cultivo de macerado de “pool” de trés cecos por 24 horas a 40°C em anaerobiose
em caldo tioglicolato. Para isto, trés aves avos, com 43 semanas de idade, eram
sacrificadas ¢ seus cecos separados na jungiio ileocecal, coletados e envoltos em
papel aluminio, levados ao laboratério e congelados por nio mais que 48 horas,
até o momento de uso. As partidas de MCA eram estudadas quanto a presenga de
Salmonella spp conforme metodologia consagrada (Mallinson & Snoeyenbos,
1989).
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Para cada amostra de Salmonella sp foram utilizados seis grupos de 20 pintos.
Aos um, quatro, 10 e 18 dias apds o desafio, trés aves eram retiradas de cada
grupo para pesagem, sacrificio e colheita de material. O figado era removido
assepticamente, triturado individualmente e suspenso em 20ml de PBS. Esta
suspensdo € suas diluigdes decimais eram utilizadas para contagem das UFC,
com o uso de plaqueamento de 0,1ml em duplicata de dgar verde brilhante que
continha Nal, cultivadas durante 24 horas a temperatura de 40°C. A colonizagio
do trato digestivo foi determinada com o cultivo direto de inghivio, ceco e reto,
com auxilioc de swabe em #gar verde brilhante Nal’ (Weinack et al., 1981;
Andreatti Filho et al.,, 1993) e quantificada pela intensidade de crescimento
bacteriano, sendo “0,1 a 1” para crescimento de 01 a 10 UFC, “1,1 a2, de 11 a
50 UFC, “2,1 a 37, de 51 a 100 UFC e “4”, acima de 100 UFC.
Concomitantemente a quantificagio da colonizagiio nos cecos, duas porgdes de
aproximadamente 0,3g deles eram colocadas em tubo de ensaio com 2,4ml de
dgua destilada com pH 7.0. Apds agitacio, o contetido era submetido 2
determinacdo do pH com o uso de pH metro (Ziprin et al., 1991). A
quantificagdo da excregdio bacteriana nas fezes foi realizada em amostras
colhidas em folhas de papel aluminio colocadas sob as gaiolas na noite anterior
as colheitas (Andreatti Fitho et al., 1993).

Para a presenca da baciéria nas fezes, devido ao fato de se utilizar “pool” de aves
em cada um dos gquatro dias de colheita, foi utilizada a prova ndo-paramétrica de
Friedman visando a comparagfio dos diversos tratamentos, sendo o dia de coleta
dos dados considerado como bloco. Para o pH cecal realizou-se anilise de
varidncia para experimento inteiramente ao acaso visando verificar os efeitos de
interagdo entre tratamento e tempo, efeito de tratamento ¢ efeito de tempo.
Devido 4 natureza das varidveis estudadas que representam avaliaces baseadas
em escores ou contagens em UFC, referente 4 colonizagdo do trato digestivo e
quantificagfio hepitica, respectivamente, utilizou-se andlise ndo-paramétrica para
experimento inieiramente ao acaso com o objetivo de verificar os efeitos de
interagdo entre tratamento e iempo, efeito de tratamento e efeito de tempo. Em
todas as andlises efetuadas as estatisticas calculadas foram consideradas
significativas quando P < 0,05 (Zar, 1984).

RESULTADOS

O uso de MCA isoladamente ou em associagdo com dcido acético reduziu,
significativamente, a colonizagdo do trato digestivo das aves tanto para S.
typhimurium quanto para S. enferitidis (Tab. 1 e 2). A utilizagdo de dcido
acético, propifnico ou fGrmico isolados ndo alterou o curso da colonizagio.
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Entretanto, no inglivio, os dcidos reduziram a colonizagio bacteriana,
especialmente S ryphimurium. A colonizagio do trato digestivo foi mais
persistente no ceco, reto e inglivio, nessa ordem, independente do sorotipo de
salmonela ou tratamentos utilizados (Tab. 1 e 2).

O tratamento com 4cidos acético, propidnico e férmico, diferentemente do uso de
MCA, nio reduziu a excreciio fecal de S. enteritidis. Somente o tratamento com
MCA, isoladamente, apresentou reducdo bacteriana significativa nas fezes em
relagdo ao grupo-controle (Tab. 1 ¢ 2).

A quantificagio bacteriana no figado foi o indicador de bacteremia das amostras
de salmonelas utilizadas (Tab. 3). S. typhimurium foi detectada somente no
periode de um dia pés-inoculagio no grupo controle. S. enteritidis foi detectada
no figado nos periodos de um, quatro e 10 dias pés-inoculagio. A MCA
isoladamente ou associada ao Acido acético foi mais eficaz em evitar a
bacteremia que os outros tratamentos (Tab. 3).

Sempre no dltimo perfodo de andlise (18 dias), as infecgBes no trato digestivo e
no figado apresentaram indices semelhantes pelos sorotipos desafio,
independente dos tratamentos utilizados (Tab. 1, 2 e 3).

O uso de MCA e de 4cidos acético, propidnico e fdrmico contribuiu para redugio
do pH cecal das aves a um dia mas nfo aos quatro, 10 e 18 dias apds o desafio
(Tab. 4).

A S. enteritidis apresentou potencial maior de colonizago intestinal e de invasio
sistémica, medida pela presenca da bactéria no figado, quando comparado com a
S. typhimurium. O peso corporal das aves nos tratamentos nace diferiu (P>0,05).
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Tabela 3. Efeito do tratamento de pintos de corte com dcidos corginicos e/ou
microbiota cecal anaerébia (MCA) na infec¢do hepdtica por §. typhimurium e §.

enteritidis*,
Tempo em dias apds desafio Tempo em dias apds desafio com S.
com §. Typhimurium Enteritidis
Tratamentos 1 4 10 18 ! 4 L0 18
Controle 1.1 0 0 0 55Bc 3,7Cb  3.8Bb 0Aa
Ac. Acético 0 0 0 0 3,5Ab 33BC  0Asa DAa
b
Ac. Propiénico 0 0 0 0 3,6Ab  0OAa 0Aa 0Aa
Ac. Férmico 0 0 0 0 42Bb 44Cb OAa 0Aa
MCA 0 0 0 0 36Ac  2.3Bb OAa 0Aa
MCA+Acético 0 0 0 0 3.6Ab 3.8Cb  I.l1Aa 0Aa

*Resultados em logaritmo decimal da média de trés aves das unidades formadoras de

coldnia (UFC)/tigado.

Letras maitisculas diferentes na coluna indicam diferenga entre tratamentos em cada
tempo; letras mintsculas diferentes na linha indicam diferenca entre tempos em cada

tratamento {P < 0,05).

Tabela 4. Efeito do tratamento de pintos de corte com édcidos orginicos efcu
microbiota cecal anaerdbia (MCA), desafiados com S. typhimurium ou S.

enteritidis, na alteraciio do pH cecal*.

Tempo em dias apds desafio com
S. typhimurium

Tempo em dias apos desafio com
S. enteritidis

Tratamentos 1 4 10 18 Il 4 10 18
Controle 6,6BCa 0,6Aa 0,0Aa 6.6ABCa 7.0BCa 6,6ABa 6,4Aa 6,7Aa
Ac. Acético  5,6ABa 60Aa 66Aa  6,1ABa 33Aa  56ABa 6,lAa 6,3Aa
Ac. PropiGnico  53Aa  6,1Aa 6,3Aab 65ABCb 53Aa  6,5ABb  5,8Aab 6,5Ab
Ac. Férmico  50Aa  63A  7.0Ab  7IBCb 55Aa  6,8Bb  63Aab  6.2Aab

b

MCA 51Aa 6,1An 6.1Aa 6.0Aa 5.8ABa  55Aa 6,3Aa 6.3Aa
MCA+Acético  7.0Ca_6,8Aa  7.0Aa _ 7,3Ca 73Ca__68Ba  68Aa  7.0Aa

*Resultados da média de trés aves.

Letras maitisculas diferentes na coluna indicam diferenca entre tratamentos em cada tempo; letras
miniisculas diferentes na linha indicam diferenga entre tempos em cada tratamento (P < 0,05).
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

A colonizagdo por 5. typhimurium e S. enteritidis nos diversos segmentos do
trato digestivo e no figado das aves dos grupos-controle, mostra que a infecgio
das aves por salmonelas paratiféides € autolimitante, como ja observado por
Barrow (1988), pois a quantidade de Salmonefla spp no tltimo periodo de
andlise, foi sempre semelhante, independente dos tratamentos utilizados,

A infec¢fio do trato digestivo de aves por salmonelas paratiféides € mais elicaz e
persistenie no ceco, reto e ingldvio, nesta ordem, como demonstraram esses
resultados locais de importincia na patogenia das infecgdes paratifdides das aves
(Hargis ef al, 1995). O ceco € 0 local de maior colonizacdo por Salmonella spp,
bem como por outras espécies patogénicas da lamilia Enterobacteriaceae, como
Escherichia coli, quando comparade com outros locais do trato digestivo
{Andreatti Filho ef al, 1993) ¢ sua colonizagio € ulilizada como parfimetro para
avaliar a eficdcia de tratamentos contra salmonelose (Corrier et al., 1990). Essa
caracteristica relaciona-se com a presenca de receptores especificos no drgao,
fisiologia do peristaltismo cecal determinando maior tempo de permanéncia do
bolo alimentar ¢ pH, entre outros fatores. Em condigdes naturais de criagdo, ha
indicagBes de que a presenca de salmonelas paratiféides nfio interfere com a
produtividade de frangos de corte (Silva, 1992), condigfio essa ratificada por
esses estudos.

A literatura mostra que o controle da infecgiio por Salmonella spp em aves pode
ser efetuado pelo tratamento com Acidos orgénicos como acético, propidnico,
butirico, ldctico, succinico e fumdrico na dieta (Baskett & Henlges, 1973; Hinton
& Linton, 1988; Hume et al., 1993ab; McHan & Shotts, 1993). A agdo dos
dcidos orgénicos ainda ndo foi totalmente identificada, parecendo relacionar-se
com a célula bacteriana como agente antimicrobiano (Baskett & Hentges, 1973;
Chu er al., 1987). Moléculas destes 4cidos penetrariam passivamente nas células
bacterianas, dissociando-se em préton e dnion, dependendo do pH interno. A
acidificagdo do citoplasma aparentemente é a causa primdria para inibigfio do
crescimento bacteriano, podendo determinar até a morte celular (Salmond et al,,
1984).

Os dcidos utilizados ndo determinaram diferencas na maior parte dos pardmetros
pesquisados, com excegio do pH cecal durante o periodo de tratamento, bem
como na colonizagdo do inglivio. O efetto do uso de dcidos orgdnicos no
controle da colomzac@o e infecgiio por Salmonella spp em aves parece ser
dependente do dcido, da dose administrada, do veiculo de administragio e do
indculo da Salmonella sp (Corrier et al, 1990; Hinton & Linton, 1988). Os
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dcidos niio sdo efetivos contra Salmonella spp quando adicionados a dictas secas.
O efeito antibacteriano sé ocorre quando a ave ingere ¢ alimento e esse é
imediatamente hidratado (Hinton & Linton, 1988). Nesses experimentos, o efeito
sinérgico da associagio MCA e dcido acético ndo foi efetivo na reducdo de
Salmonella spp nas fezes ¢ no pH cecal, embora esta associagio tenha
determinado menor colonizagio de S. ryphimurium e 8. enteritidis em diversos
periodos pés-inoculagio no inglivio, cecos e reto.

A MCA utilizada nfo teve nenhuma identificacio bacteriana prévia e culitura
indefinida t8m mostrado maior protegdo contra Salmonella spp que culturas
definidas (Hinton & Mead, 1991; Oyarzabal & Conner, 1995).

A acidificagio cecal observada nos experimentos € também relatada por diversos
pesquisadores, devido a produgiio de dcidos orgnicos resultantes da fermentagio
de carboidratos pela microbiota intestinal da ave (Corrier et al,, 1990; Ziprin et
al,, 1991). MCA e 4cidos testados reduziram o pH cecal, durante o periodo de
tratamento, apds desafio com S. typhimurium ou S. enteritidis. Apesar de os
4cidos orgénicos e a MCA reduzirem o pH cecal, apenas o tratamento com MCA
reduziu significativamente a quantidade das bactérias nas fezes, indicando que a
simples reducio no pH cecal pode ndo determinar menor quantidade de
Salmonella spp. A acidificagiio cecal observada nesses experimentos ocorreu
provavelmente, devido 4 quantidade de dcido orgfinico fornecido as aves, pois hd
relatos indicando que, especialmente o 4dcido propibnico, quando fornecido na
dieta, é metabolizado e absorvido no trato digestivo superior, ndo aparecendo em
quantidades aprecidveis no intestino ou no ceco, pois a maior parte do dcido
ingerido € rapidamente degradada ou assimilada (Hume et al,, 1993a,b).

A presenga dé Salmonella spp no figado ¢ nos virios segmentos do trato
-digestivo mostrou que a §. enferitidis foi muito mais invasiva que a S.
ryphimurium. Mostrou, também, que o uso dos dcidos orginicos ¢ da MCA teve
pouco efeito na reducio da infecgdo sistémica, demonstrando que o uso de MCA
temn sua agdo restrita ao trato digestivo.
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