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RESUMO

RODRIGUES, J.C.Z. Utilizacao da Eletroforese em Gel com Gradiente de
Temperatura na determinagao do perfil da microbiota cecal de frangos de
corte contra Salmonella Enteritidis. Botucatu/SP, 2015, 122p. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista, Botucatu, 2015.

A microbiota intestinal das aves exerce papel fundamental no desenvolvimento
de seu potencial produtivo por garantir o bom funcionamento do trato
gastroentérico e do sistema imunoldgico a ele intimamente ligado. Por isso
diversos aditivos ja foram utilizados para favorecer o desenvolvimento de uma
microbiota saudavel, entretanto, ainda ndo temos informacdes sobre o perfil
desejavel para ela. Sendo assim, nos propusemos a utilizar a Eletroforese em
Gel com Gradiente de Temperatura (TGGE), para avaliar a microbiota do ceco
de aves alimentadas com dietas acrescidas de halquinol, acido caprilico e
Lactobacillus, e posteriormente desafiadas com Salmonella Enteritidis (SE).
Aos 10, 20, 30 e 42 dias de vida foram quantificadas as imunoglobulinas IgA,
IgM, IgY e interleucinas 17 e 8, avaliada a colonizagéo cecal de SE (UFC/mL),
observacgéao histopatoldgica de tonsila cecal, e esses resulatados relacionados
com a microbiota cecal avaliada pelo método TGGE. O tratamento com acido
caprilico foi igualmente eficaz ao halquinol na diminuigcdo da colonizagédo por
SE, seguidos do grupo tratado com Lactobacillus. As concentragdes de II-8 e
IgM demonstraram relacdo com a maturacédo e desenvolvimento imune local e
sistémico das aves, porém, nao identificamos relacdo com o aumento da
complexidade da microbiota, entre os diferentes trtamentos e nos grupos
desafiados. No presente estudo também n”ao foi possivel reproduzir a técnica
de TGGE.

Palavras-chave: Salmonella, frangos, TGGE, microbiota intestinal, imunidade.
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ABSTRACT

RODRIGUES, J.C.Z. The Use of Temperature Gradient Gel Electrophoresis
to determinate the microbiota profile of broiler chicken against Salmonella
Enteritidis. Botucatu/SP, 2015, 122p. Disssertation. (Master)- School of
Veterinary Medicine and Animal Science, Universidante Estadual Paulista,
Botucatu, 2015.

The intestinal microbiota of birds plays a fundamental role in the development of
their production potential to ensure the proper functioning of a gastrointestinal
tract and immune system closely linked to it. So many additives have been used
to encourage the growth of a healthy microbiota, however, we still have no
information about the desired profile for her. So we set out to use the Gel
Electrophoresis with Temperature Gradient (TGGE) to assess the cecal
microbiota of birds fed diets plus halquinol, caprylic acid and Lactobacillus, and
subsequently challenged with Salmonella Enteritidis (SE). At 10, 20, 30 and 42
days old were quantified immunoglobulins IgA, IgM, IgY and interleukins 17:08
assessed cecal colonization IF (CFU / ml), cecal tonsil histopathological
observation, and those related to resulatados cecal microbiota evaluated by
TGGE method. The treatment with caprylic acid was equally effective in
reducing the halquinol colonization by IF, followed by the group treated with
Lactobacillus. IL-8 and IgM concentrations shown maturation and compared
with the local and systemic immune development of the poultry, however, we do
not identify relationship with the increased complexity of the microbiota between
different trtamentos and challenged groups. In this study it was also not

possible to reproduce the TGGE.

Key-words: Salmonella, broiler, TGGE, intestinal microbiota, immunity
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1. INTRODUGAO
Apos a crise de 2012, cada segmento da cadeia avicola adotou uma

estratégia diferente para se restabelecer. A carne de frango, por exemplo,
elevou precos e, assim, impactou positivamente na receita das exportacdes.
Quanto ao mercado interno, a demanda se manteve e, embora produzindo
menos, houve maior rentabilidade, a qual se deve em grande parcela a Copa
do Mundo de 2014. Com a previsdo de mais de 500 mil estrangeiros, além do
aumento do consumo, também houve chance de expandir a imagem da nossa
carne de frango (ABPA, 2014).

Nesse intuito de expansao perene, com auxilio da Agéncia Brasileira de
Promocao de Exportagdes e Investimentos (Apex-Brasil), a participagdo em
feiras internacionais como a Gulfood (Emirados Arabes Unidos), Foodex
(Japao) e SIAL (Franga), garantiu o incremento das exportagdes para o
mercado chinés e novos compradores como Paquistdo, Malasia e Mianmar.
Permitindo assim, que a avicultura se mantivesse como carro chefe da nossa
economia (ABPA, 2014).

Em 2006 a Unido Européia baniu o uso de antibiéticos promotores de
crescimento na avicultura e, desde entdo, os pesquisadores tem buscado
alternativas que permitam o controle dos patégenos intestinais, como a
Salmonella (NASIR e GRASHORN, 2006). Dada sua variedade de sorotipos e
epidemiologia complexa, que tornam dificeis seu controle, o patégeno ainda
hoje traz ao setor significativas perdas econbmicas com tratamento,
mortalidade, morbidade, e comprometimento da imagem dos produtos avicolas
perante o consumidor devido aos casos de infecgédo alimentar (CDC, 2014).

E nesse interim que se insere o estudo da microbiota intestinal das aves
de producéo.

A microbiota intestinal das aves tem um papel importante, pois, forma
uma relacdo de sinergismo com seu hospedeiro (MUZYER; SMALLA, 1998),
influenciando sua saude e producao por afetar a digestdo e absorgao de
nutrientes, morfologia intestinal e capacidade de defesa contra infecgcbes
(MEAD, 2000), atuando no desenvolvimento bioquimico, imunoldgico e
fisiolégico do organismo (KLASING et al., 1999).

Nao obstante, a microbiota tem também grande impacto na absorgéo e
aproveitamento dos componentes da dieta (MUZYER; SMALLA, 1998), nos



quais inclue-se toda a gama de agentes probidticos, enzimas e aditivos a ela
adicionados (LERMAN et al., 1984).

Entretanto, estudos prévios utilizaram-se predominantemente de
métodos de cultivo para identificar os componentes da microbiota intestinal,
deixando assim um grande numero de bactérias a serem identificadas devido a
falta de conhecimento de meios de cultivo apropriados (TELLEZ, 2006).

Recentemente, estudos moleculares almejaram uma visdo mais
detalhada da composi¢céo da microbiota (AMIT-ROMACH et al., 2004), pois, a
presenga ou auséncia de bactérias benéficas ou patdgenos especificos pode
influenciar na performance geral das aves (TOROK et al., 2008).

Para o estudo genético da composigdo de microbiotas complexas foi
desenvolvida a técnica de eletroforese em gel com gradiente de temperatura,
do inglés Temperature gradient gel electrophoresis (TGGE), baseanda na
eletroforese de fragmentos do 16S rDNA amplificados pela PCR (FELSKE et
al.,, 1998). Essa técnica permite que estes fragmentos de DNA de mesmo
tamanho, mas diferentes sequéncias de bases sejam, separados de acordo
com suas temperaturas de desnaturacao, fazendo com que cada um migre até
posicdes diferentes no gel de eletroforese (MUZYER, 1999).

Uma visdo mais elucidativa da microbiota das aves de producdo é de
grande interesse, ndo apenas do ponto de vista microbioldgico, mas também
pratico, uma vez que o conhecimento detalhado de sua composigao permitira o
desenvolvimento de produtos nutricionais mais efetivos (WANG et al., 2009) e,
num futuro préximo, a selegcado genética das aves mediante a composi¢céo da
sua microbiota intestinal (SEIDAVI et al., 2012).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Salmonella

Salmonella continua entre os mais importantes patégenos transmitidos
por alimentos em todo o mundo (BOYLE et al., 2007), em grande parte devido
a sua complexa epidemiologia que envolve transmissdo vertical, excrecao
fecal, contaminacdo do ambiente e existéncia de reservatorios de diferentes
espécies (BERCHIERI JUNIOR et al., 1993), tornando dificil o seu controle.



As primeiras bactérias do género Salmonella foram identificadas no fim
do século XIX, e o género foi assim denominado por Lignieres (1900) em
homenagem a Daniel E. Salmon. Seu isolamento e descricdo morfologica
foram feitos por Gaffky em 1884 sendo Salmonella Typhi a primeira
reconhecida como um patégeno (CORREA; CORREA, 1992).

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e
compreende bacilos curtos, gram-negativos, de metabolismo aerdébio ou
anaerobio facultativo, ndo-esporogénicos, sendo normalmente moveis com
flagelos peritriquios (FORSHELL; WIERUP, 2006). Este género possui duas
espécies, S. bongori e S. enterica a qual se divide posteriormente em 6
subespécies, incluindo S. entericasubsp. | (subsp. enterica), |l
(subsp. salamae), Illa (subsp. arizonae), Illb  (subsp. diarizonae), IV
(subsp. houtenae), and VI (subsp. indica). Essas espécies englobam mais de
2600 sorovares, cuja maioria (>1.500) pretence a S. enterica subsp. enterica,
também mais frequentemente associados a doencas em humanos e animais
(CDC, 2014).

As espécies sao diferenciadas pelo comportamento bioquimico baseado
principalmente no metabolismo de agucares e aminoacidos (FORSHELL;
WIERUP, 2006). Ja a tipificacdo dos sorotipos, proposta por Kauffman (1975),
baseia-se na combinagdo dos antigenos somaticos (O), Flagelares (H) e o
capsular (Vi) (GRIMONT et al., 2000).

Os sorotipos podem ainda ser subdividos em bid6tipo, pela analise dos
diferentes padrbes de fermentagao de agucares e assimilagdo de aminoacidos,
e fagotipos, baseado na diferenca de susceptibilidade das cepas e uma série
de bacteriofagos (DUNKLEY et al., 2009).

Alguns sorotipos tem seu habitat limitado a certos hospedeiros, como S.
Typhi e S. Paratyphi A para seres humanos e S. Gallinarum biovar Gallinarum
e S. Gallinarum biovar Pullorum para as aves, que causam respectivamente, o
tifo aviario e a pulorose, e raramente estdo envolvidos em casos de infeccéo
alimentar (GANTOIS et al., 2009).

A pulorose é uma enfermidade sistémica de aves jovens, de carater
crénico ou agudo capaz de causar alta mortalidade nos primeiros dias de vida
devido a transmissao vertical. Portanto, a transmissao transovariana € a mais

importante via de disseminacdo. As aves que sobrevivem podem se tornar



portadoras da bactéria, disseminando-a através dos ovos durante meses
(BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).

O tifo aviario € mais comum em aves adultas, de carater agudo ou
crbnico e com capacidade de sepse e toxemia, além de morbidade e
mortalidade elevadas (SHIVAPRASAD, 2003). A transmiss&o vertical € pouco
provavel e, assim, o contato entre aves doentes e sadias, o canibalismo e a
presenca de aves mortas na granja sdo os fatores mais importantes na
transmissdo do agente (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).

Com excecao desses dois biovares, todos os demais podem causar o
paratifo aviario, sendo que S. Typhimurium e S. Enteritidis afetam as aves com
maior frequéncia (CDC, 2014).

O Paratifo aviario € mais comum em animais jovens e, independente da
presenca de manifestagdes clinicas, as aves permanecem portadoras devido a
colonizagdo de seu trato entérico (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO,
2009).

Tanto a transmissao vertical quanto a horizontal pode ocorrer, sendo que
a vertical deve-se ao contato do ovo com as fezes ao passar pela cloaca, e a
horizontal deve-se a contaminacdo da agua, ragéo, veiculos de transporte,
seres humanos, moscas, passaros e roedores que favorecem a introducao e
disseminacdo nas propriedades avicolas (BERCHIEI JUNIOR; FREITAS
NETO, 2009).

Dentre as salmoneloses aviarias, as paratificas sdo as de maior
interesse em saude publica e animal, pois, os sorotipos que acometem as aves
podem infectar animais e seres humanos indistintamente e estao
frequentemente associados a casos de infecgdo alimentar no homem
(FORSHELL; WIERUP, 2006). Estas sdao um dos maiores problemas de saude
publica em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo de grande
preocupagdo em razao da elevada endemicidade e alta morbidade
(CARDINALE et al., 2005).

Os humanos se contaminam pelo consumo de carne e ovos crus ou mal
cozidos (MARCUS et al., 2007) contaminados, respectivamente, durante o
abate pelo contato das fezes das aves com a carcaga apos lesao acidental do
trato alimentar a evisceragao, e durante a passagem do ovo pelo oviduto ou

contato do mesmo com as fezes (GANTOIS et al., 2009). Pode ocorrer ainda a



contaminagdo cruzada pelas maos dos trabalhadores infectadas por
Salmonella ao manejarem equipamentos e utensilios (WHYTE et al., 2002).

Em seres humanos a infec¢cdo causa febre e dores abdominais de 12 a
72 horas apds o contagio persistindo por 4 a 7 dias. Em criangas, idosos e
imunodeprimidos o quadro pode evoluir para um processo septicémico e entdo
se faz necessaria a administracdo de antibiéticos para evitar complicagdes que
possam conduzir ao 6bito (DOWRKIN et al., 2001).

Historicamente, S. Typhimurium é o agente mais comum em doencga de
origem alimentar humana, embora nas ultimas décadas S. Enteritidis tenha
sido implicada mais frequentemente nos surtos de salmonelose (FERNANDES
et al., 2006).

A introdugao de S. Enteritidis no Brasil ocorreu provavelmente no final da
década de 80 por aquisicdo de aves reprodutoras infectadas de paises
europeus (IRINO et al., 1996). Nessa época, a preocupacado a respeito da
presenca de Salmonella spp. nos produtos avicolas aumentou devido aos
diversos surtos de infecgdo alimentar na Inglaterra por ingestdo de alimentos
contendo ingredientes de origem avicola contaminados pela S. Enteritidis
fagotipo 4 (COLIN, 1996). A transmisséao vertical, que perpetua a presenca do
agente nos plantéis, foi responsavel pelo aumento de casos de infeccéo
humana na Europa, na América do Norte e em outras partes do mundo
(ICMSF, 1998).

Visando compreender para poder utiliza-lo no combate a Salmonella, o
sistema imune humoral das aves foi extensamente investigado, tanto a critério
de diagnéstico (BURROW, 1992) quanto sua atividade especifica contra o
patéogeno (DESMIDT et al., 1998). Assim, sabe-se que a infec¢ao via oral leva
a um aumento nos niveis de imunoglobulinas G (também chamada IgY), IgM e
IgA (BEAL et al., 2004), permanecendo detectaveis por pelo menos 35
semanas (Desmidt et al., 1998).

Os niveis de IgM e IgY presentes no soro das aves estdao diretamente
relacionados a quantidade (UFC) de inéculo administrado (BARROW, 1992)
enquanto que IgA tende a se elevar pouco apds o desafio e decrescer
conforme a eliminagdo de Salmonella do ambiente intestinal (DESMIDT et al.,
1998). Embora predominante nos plasmdcitos intestinais, IgA também esta
presente no soro (LESLIE; MARTIN, 1973).



Embora os estudos tenham por muito tempo focado nos sorotipos
Enteritides e Typhimurium, atualmente ha uma preocupacdo crescente sobre
outros sorotipos como Infantis, Agona, Hadar, Heildelberg e Virchow, como
causadores de infecgbes em humanos (FREITAS NETO et al., 2010).

As motivagdes para o controle das infeccbes por Samonella spp. nas
aves sdo a reducdo das perdas devido a doengas clinicas (pulorose e tifo
aviario) e subclinicas (infec¢des paratificas) (CALNEK, 1997), e em funcéo da
sua implicacdo na saude humana, a prevencao da transmissao de Salmonella
spp. por alimentos, a atual prioridade do setor avicola (OLIVEIRA; SILVA,
2000).

2.2. A microbiota

Estudos sobre a composicao da microbiota intestinal das aves datam de
1901 por Rahner, mas s6 em 1970 surgiram pesquisas abrangentes com o
objetivo de cultivar o maior numero possivel de bactérias intestinais (BARNES,
1979). E apesar de todas as partes do trato digestivo das aves serem
importantes sitios de interagdo entre patégenos e a microbiota residente, o
ceco recebeu maior atencdo devido a densidade de sua microbiota,
aproximadamente 10"" bactérias por grama de contetido (APAJALAHTI et al.,
2004).

Segundo Barnes et al. (1997), até o ano de seu estudo, pelo menos 38
cepas de bactérias anaerdbicas foram isoladas do ceco das aves. Hoje se sabe
que a ampla atividade fermentativa cecal e a relativa uniformidade das dietas
sdo a razao dos poucos e principais grupos filogenéticos isolados (ZHU et al.,
2002).

As bactérias do trato gastrointestinal interagem entre si e com seus
hospedeiros, e muitas dessas interagbes, multifatoriais, permanecem
indefinidas devido a falta de conhecimento sobre a completa composicao desta
microbiota (LYTE, 2010).

O consenso é que essa populacdo pode alterar profundamente a saude
e produtividade do hospedeiro (LYTE, 2010), por influemciar a digestao e a
absorcao de nutrientes, a morfologia intestinal e a defesa contra infecgdes
(MEAD, 2000). Ademais, ela influencia positivamente o desenvolvimento

imunoldgico, bioquimico e fisioldgico (KLASING et al., 1999).



Muitos fatores podem influenciar a composigdo da microbiota intestinal
das aves, dentre as quais seus proprios componentes e as caracteristicas de
seu hospedeiro, as quais incluem genétipo, idade (VAN DER WIELEN, 2002),
condi¢cdo imune, pH intestinal (WILLIAMS et al., 2001), motilidade intestinal,
atividade secretoria da mucosa e turnover celular (MARTIN et al., 2012).

Na produgao comercial de frangos as aves s&o incubadas em ambiente
limpo (CRHANOVA et al., 2011) e, apesar de importante, a restrita higiene
representa um problema (METHNER et al., 2004): a falta de provedores de
uma microbiota (CHRANOVA et al., 2011). Assim, a colonizagao intestinal em
pintos neonatos € uma questdo de coincidéncia e seu trato intestinal estéril
passa a ser um local de multiplicagao irrestrita para patégenos (METHNER et
al., 2004).

Os eventos que ocorrem logo apos a incubagéo, principalmente durante
as trés primeiras semanas (YIN et al., 2010), sdo de particular importancia para
o desenvolvimento da microbiota. Ela € capaz de conferir resposta imune
(CRHANOVA et al., 2011) e bons indices produtivos, ja que aves saudaveis
apresentam seu maximo potencial sem perda energética com a confecg¢ao de
resposta imune (YIN et al., 2010).

A interacdo entre o sistema imune e a microbiota se inicia imediatamente
apoés o nascimento e leva ao aumento da expressao de interleucina 8. Isso
resulta na infiltracdo de heterdfilos e linfocitos na lamina prépria do epitélio
intestinal e normalizagdo do sistema imune local (BAR-SHIRA e FRIEDMAN,
2006). Essas células, mais tarde, desenvolvem-se, a depender da composigcao
da microbiota residente, em diferentes linhagens celulares com receptores
também variaveis (MWANGI et al., 2012).

Nesse mesmo aspecto, Chranova et al. (2011) observaram um aumento
transitorio na expressao de interleucinas 8 e 17 no ceco de aves com 4 dias de
vida, indicando inflamagdo e maturagdo do sistema imune entérico. Em
acréscimo, Kaiser (2010) aferiu que a presenga de microrganismos no intestino
leva o sistema imune inato a induzir receptores chamados toll-like receptors
(TLR), que sao receptores de patogenos, além da expressao de varias
citocinas pré-inflamatorias e peptideos antimicrobianos, como as defensinas,
relacionadas a indugdo da resposta imune. Esses fatores permitem que os

padrbes de resposta imune as bactérias comensais e patdgenos possam



sobrepor-se, sendo o primeiro um subconjunto do segundo (CRHANOVA et al.,
2011).

Estudos prévios mostram que em humanos as mudangas na microbiota
geralmente ocorrem em neonatos e individuos mais velhos (SCHWIERTZ et
al., 2003). O mesmo padrao foi observado por Crhanova et al. (2011), que
demonstraram um aumento progressivo da complexidade da microbiota do
primeiro até o 19° dia de via em pintos de corte. E ja se sabe que a estabilidade
da microbiota esta diretamente relacionada a sua diversidade, pois, a reducéo
dessa diversidade faz diminuir a estabilidade da microbiota (SCHWIERTZ et
al., 2003).

Por isso, na tentativa de garantir que as aves possuam uma microbiota
benéfica desde os primeiros dias de vida, varias estratégias foram propostas.

Sabendo-se do fundamental papel da interacdo da dieta com o
hospedeiro, os diversos fatores a ela relacionados ja foram estudados para se
saber como influenciam a microbiota, e, por consequéncia, o controle das
salmoneloses aviarias. Dentre estes, citamos a concentracdo de nutrientes
(WILLIAMS et al., 2001), tipos de grdao (HUBENER et al., 2002), fontes
energéticas (MATHLOUTHI et al., 2002), forma fisica e aditivos (VIDABRACHI
et al., 2006), nos quais se incluem probiodticos, promotores de crescimento e

acidos organicos.

2.3. Antibiéticos

Até a década de 80, dosagens subterapéuticas de antibiéticos foram
extensivamente utilizadas em avicultura, pois eles aumentavam a taxa de
crescimento e eficiéncia alimentar das aves de produgcdo como resultado de
uma melhora na saude intestinal resultando em melhor utilizagao dos nutrientes
e conversao alimentar. Tais resultados conferiram aos antibiéticos o cunho de
promotores de crescimento Visek (1978).

Varios estudos foram conduzidos com antibiéticos promotores de
crescimento como avilamicina, virginiamicina, lincomicina, flavofosfolipol e
bacitracina (CHEN, 2005) para comprovar sua capacidade em reduzir a
contagem de bactérias patogénicas no intestino das aves. Entretanto, ao
reduzir as bactérias gram-positivas, muitos conferiam vantagem as bactérias

gram negativas como E. coli, Salmonella e Campylobacter (CHAPMAN, 1998).



Em verdade, praticamente todos os animais que receberam doses terapéuticas
de antibidticos sofrem importantes alteragées da microbiota intestinal (KAUTS,
1999).

A grande quantidade de antibi6ticos utilizada em pequenas doses para
controlar doengas e melhorar o desempenho dos animais de producéo
(AKINLEY, 2008) é um importante fator no surgimento da resisténcia
bacteriana, que poderia ser transferida para os humanos através do consumo
dos produtos animais (TOLLEFSON et al., 1997). Foi constatado que a maioria
das infeccdes alimentares causadas por Salmonella em humanos devem-se
cepas resistentes a antimicrobianos. (HOLT et al., 2007).

Preocupado com essa questdo, o Ministério da Agricultura e Pecuaria
(MAPA) langa periodicamente uma lista com os agentes liberados para uso em
animais de produgéo, da qual faz parte o halquinol, do grupo das quinolonas.

As quinolonas foram introduzidas na década de 60 para tratamento de
disenterias em humanos e, posteriormente, para o tratamento de infecgdes
bacterianas em aves. O halquinol € uma quinolona cujo principio ativo é
conhecido como Clorohidroxiquinolina e tem como base a combinacao de 57 a
74% de 5,7-dicloro-8-hidroxiquinolina, 23 a 40% de 5-cloro-8-hidroxiquinolina e
até 4,% de 7-clor-8-hidroxi quinolina (SWETHA, 2007). Possui amplo espectro
de acdo com gram-negativas e gram-positivas, nao é alterado pela peletizagéo
e reduz o peristaltismo intestinal em 7,5% potencializando o aproveitamento
dos alimentos.

Seu mecanismo de acgao esta relacionado a afinidade por zinco, ferro e
cobre presentes nas bactérias, provocando a lise bacteriana. E nao ha risco de
intoxicagcdo por administracdo crénica em frangos ou poedeiras € 0 uso
recomendado é de 250 gramas do produto por tonelada de alimento (MATEOS
et al., 2012).

Entretanto, a descréscimo na eficacia de alguns antibioticos, o risco de
residuos nos alimentos de origem animal e a preocupagao publica com o
aparecimento da resisténcia bacteriana em bactérias patogénicas como
Salmonella spp., desafiam industria avicola a encontrar alternativas para seu
controle (BOYLE et al., 2007).

Como resultado, em janeiro de 2006, a Unido Européia baniu o uso de

antimicrobianos como promotores de crescimento na produgao avicola (NASIR
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e GRASHORN, 2006). Essa medida, em conjunto com a preferéncia dos
consumidores, obrigou o governo de outros paises ligados a exportacdo de
produtos avicolas a adotarem medidas semelhantes. Por essas razoes,
alternativas ao uso dos promotores de crescimento surgiram nas ultimas
décadas. Dentre elas, os probidticos (TELLEZ et al., 2006).

2.4. Probiéticos

Probidtico em grego significa “para a vida”. Esse termo antagbnico a
antibiodtico foi originalmente utilizado por Lilly e Stillwell (1965) para designar
“substancias secretadas por microrganismos que estimulam o crescimento de
outros”.

Contudo, foi Parker (1974) o primeiro a usar a palavra referindo-se a
organismo e substancias que contribuem para o balango intestinal. Essa
definicdo foi modificada por Fuller (1989), que excluiu a palavra “substancia”
impedindo a inclusdo de alguns antibiéticos a categoria, passando a designar
“suplementos alimentares, compostos por flora microbiana viva, que afetam
beneficamente o hospedeiro melhorando o seu balango intestinal”.

Os primeiros a abordarem o tema na avicultura foram Rantala e Nurmi
(1973) que conseguiram evitar a infecgao de Salmonella Infantis em pintos ao
administrar-lhes conteudo intestinal de galinhas adultas (EDENS, 2003).
Entretanto, havia o problema da transmissao de agentes patogénicos caso a
galinhas doadoras estivessem infectadas. Este problema foi minimizado com o
cultivo in vitro da microbiota cecal de galinhas SPF (Specific pathogen free)
(FULLER, 2001).

Posteriormente, foram feitas varias tentativas para isolar de culturas
intestinais de aves adultas, microrganismos posteriormente identificados
(SCHOENI; WONG, 1994), ou nao identificados (GLEESON et al., 1989), que
apresentassem propriedades probioticas.

O conceito de probiose, apesar de ndao ser novo, apenas recentemente
recebeu interesse cientifico, fazendo com que os probidticos ganhassem
aceitacdo como alternativas em potencial aos promotores de crescimento e, em
seletos casos, para o controle de patdégenos intestinais (WILLIAMS et al.,
2009).
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Atualmente, sabe-se que as bactérias probidticas ndao atuam apenas
pelo mecanismo de exclusdo competitiva, mas também por influéncia ao
sistema imune (LI et al., 2009), a atividade enzimatica (MOUNTZOURIS et al.,
2007), a morfologia intestinal e até ao metabolismo, beneficiando a sanidade e
produtividade do hospedeiro (RAHIMI et al., 2009).

Na ultima década os probidticos com componentes identificados
ganharam maior preponderancia (MONTZOURIS et al., 2007), e, na sua
maioria, as pesquisas estdo centradas nas bactérias laticas ou similares
(FULLER, 2001). Hoje em dia ha produtos comerciais com 28 (HOLLISTER et
al., 1999) e até 32 (SCHNEITZ et al., 1998) cepas diferentes.

Além de culturas de conteudo intestinal, também tem sido estudados
microrganismos de origem externa as aves, dentre eles varias estirpes de
Bacillus spp. (VILA et al., 2009) que normalmente nao colonizam o intestino,
tendo que ser administrados de modo continuo no alimento (FULLER, 2001).

Segundo Lu (2003), numa galinha adulta a microbiota ideal € composta
por bactérias pertencentes a familia Clostridiacea, aos géneros Enterococcus,
Streptococcus e, principalmente, Lactobacillus.

Nos ultimos anos a utilizagcao de probidticos na industria de produgao
contendo Lactobacillus cresceu muito (ANDREATTI FILHO et al., 2009) devido
a sua comprovada eficiéncia para o ganho de peso, melhoria da conversao
alimentar e diminuicdo da mortalidade em aves de producdo (HUANG et al.,
2004).

Lactobacillus sdo bactérias gram-positivas, ndo esporuladas, usualmente
iméveis, capazes de reduzir o nitrato e que podem ser divididos em trés grupos
distintos de RNA ribossomal 16S (FOOKS; GIBSON, 2002). Esses organismos
apatogénicos tanto para animais quanto para humanos (TELLEZ et al., 2006).

Tortuero (1973) reportou um aumento na taxa de crescimento de pintos
que haviam recebido cultura de Lactobacillus acidophillus via agua de bebida
por onze dias a partir do incubatério. Desde entdo, outros pesquisadores tem
reportado a importancia deste género na melhora das fungdes biolégicas dos
animais de producao (PERDIGON, 1995).

Segundo Lan et al. (2005) Lactobacillus spp. esta associado a
maturacgao e integridade do trato gastrintestinal, antagonismo aos patdgenos e

regulacdo imune. Uma vez no trato gastrintestinal, elas balanceiam
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favoravelmente a microbiota, ativando o sistema imune inato e aumentando a
imunidade adaptativa, especialmente durante as infecgdes (SANCHEZ et al.,
2010).

Acredita-se que um dos mecanismos de estimulo ao sistema imune seja
a inducao da produgédo de imunoglobulinas (BAR-SHIRA; FRIEDMAN, 2006).
Segundo McGehee et al. (1992) a administragao por via oral de Lactobacillus e
seu contato com o tecido linféide entérico favorecem a produgédo local de
imunoglobulina A (IgA) e sistémica de imunoglobulina G (IgY) (MUIR et al.,
2000). Ja Haghighi et al. (2005) descreveram um aumento sérico de IgY em
galinhas que receberam racédo suplementada com diferentes amostras de
Lactobacillus.

Rocha et al. (2010) aferiram que, apds a administragdo de Lactobacillus
a pintos de corte, houve aumento na producéo de IgA e IgY intestinal, uteis na
prevencao contra Salmonella spp. Nesse mesmo contexto, pintos de corte que
receberam probidtico in ovo ou na racao, e foram desafiados com Salmonella
Enteritidis, apresentaram redugao significativa da colonizagdo pelo patégeno
em ceco, papo, além da melhora do peso vivo aos 21 dias (LEANDRO et al.,
2010).

Os mecanismos que permitem a redugao de bactérias patogénicas, além
da exclusdo competitiva e estimulo imune local e sistémico, seriam ainda a
producao de substancias bactericidas, alteragdo do metabolismo microbiano,
modificagdo da atividade metabdlica do trato intestinal e adesdo a mucosa
(BARBES, 2001) formando uma barreira contra os patégenos (SANCHEZ et al.,
2010).

Por ser considerado um pré-requisito para a acolonizagdo (BEACHEY,
1981), a capacidade de adesao ao epitélio intestinal € uma das mais
importantes caracteristicas de Lactobacillus e, portanto, fundamental como
critério de selecao de cepas probidticas (OUWEHAND et al., 1999). Além disso,
estudos demonstraram haver um correlagao entre esta habilidade e o titulo de
anticorpos no soro de animais tratados com probidticos (O’HALLORAN et al.,
1998).

A dificuldade de avaliar a capacidade de adesao in vivo, gerou a
necessidade de desenvolvimento de técnicas in vitro (BLUM et al., 1999).

Assim, culturas celulares, diversos tecidos, mucosa e muco intestinal e
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proteinas de matriz extracelular e seus diversos componentes foram testados.
Dentre as diversas membranas, citamos a Basement Membrane Matrix - BMM
(BD®- Becton Dickinson, Sparks, MD) (SCHAR-ZAMMARETTI; UBBINK,
2003).

A BMM € um composto de proteinas de membrana basal, soluvel, e que a
37°C da origem a um gel, usado testes de morfogénese, diferenciagdo e
crescimento tumoral e mais recentemente em testes de ades&o e invasdo
bacteriana (LEE et al., 2014 ).

Utilizando-se deste método, Bouzaine et al. (2005) e Horie et al. (2002)
reportaram bons resultados quando trabalhando com cepas de Lactobacillus.

Curiosamente, a capacidade de adesdo independe da viabilidade da
bactéria (HOOD; ZOTTOLA, 1988) e ela também ndo garante a integragéo
perene dela a microbiota. Com excecdo do que ocorre em animais
gnotobidticos, os probidticos parecem coloniza o sitio hospedeiro
transitoriamente, ndo sendo mais recuperado nas fezes dias ou semanas apos
o fim de sua administracéo oral (HAVENNAR; SCHAAFSMA, 1998).

Em virtude de sua permanéncia transitoria, sua acao deve ser eficaz.
Por isso, abordamos a capacidade de antagonismo como influéncia positiva
dos probidticos em manter a homeostease intestinal (VOGEL, 2008). Ela pode
ser exercida pelo produgao de substancias como acidos organicos, peroxido de
hidrogénico, diéxido de carbono (OUWEHAND, 1999) ou pelo mecanismo de
exclusdo competitiva na qual a bactéria probidtica ocupa o lugar de uma
bactéria enterotoxigénica ou enteroinvasiva. Esta capacidade esta bem descrita
para o género Lactobacillus e também é um meio de estimulo ao sistema
imune (MOURA et al., 2001).

Para avaliar esse antagonismo muitos pesquisadores utilizaram-se da
técnica de cocultura Spot on the Lawn na qual a bactéria probidtica é cultivada
sobre uma placa de Agar na qual foi semeada a bactéria patogénica, dando

origem a halos de inibigdo que podem ser mensurados (SANTOS et al., 2001).

2.5. Acidos organicos
Dentre as medidas de protegdo das aves contra Salmonella esta a
suplementacao da dieta com componentes acidos (VAN IMMERSEEL et al.,

2002). A producao e utilizagdo de acidos organicos no ceco foi proposta por
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Mead (1974), baseada na agdo de bactérias degradadoras de acido urico
isoladas das fezes do ceco.

As atividades biolégicas dos acidos graxos tem papel na defesa do
hospedeiro contra potenciais agentes patogénicos ou microrganismos
oportunistas, pela inibicdo do seu crescimento ou eliminacédo direta deles. Ha
uma extensa literatura sobre os efeitos bactericidas de acidos graxos de
diferentes fontes bioldgicas, incluindo animais e plantas (DESBOIS et al.,
2009).

Alguns dos efeitos as bactérias conferidos pelos acidos graxos se devem
a sua estrutura anfipatica, que permite a interagdo com as bactérias criando
poros transitorios ou permanentes nas membranas, impedindo seu equilibrio
celular com o ambiente (WOJTCZAK; WIECKOWSKI, 1999). Outro método de
inibicdo é a indugéo a auto-oxidagao (DESBOIS; SMITH, 2009).

Varios estudos recentes descrevem a avaliacdo da adicdo de acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) como os acidos férmico, acético, propionico e
butirico, e dos acidos graxos de cadeia média como o capréico, caprilico,
caprico e laurico, a ragao de aves de producao (HILMARSSON et al., 2006). O
resultado € que os AGCM possuem uma atividade antibacteriana mais
pronunciada (HERMANS et al., 2010) tanto contra bactérias gram-positivas
quanto contra gram-negativas (MONTAGNE et al., 2003).

Alguns mecanismos s&o atribuidos a sua agado antibacteriana como a
penetracdo e incorporagdo na membrana plasmatica, alteragdo da
permeabilidade da membrana bacteriana (BERGSSON et al., 1999) e difusao
no protoplasma bacteriano, com consequente acidificagcao intracelular (SUN et
al., 1998). Além disso, pode também causar alteragdes fisicas no intestino e na
sua microbiota (SOLIS DE LOS SANTOS et al., 2008).

A acdo dos AGCM contra Salmonella foi descrita por Van Immerseel et
al. (2004), mesmo em baixa concentragdao (10mM), e também por Solis de los
Santos et al. (2010), segundo a acéao profilatica do acido acético na redugao da
colonizagao cecal de pintos. Johny et al. (2009) também obtiveram redugao na
colonizacgao por S. Enteritidis administrando profilaticamente o acido caprilico a
frangos de 18 dias antes de desafia-los com o patdégeno.

Ademais, a invasao de S. Enteritidis nas células intestinais diminui apés

incubacao das bactérias com acido caprilico, efeito também observado para os
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sorotipos Typhimurium, Paratyphi B e Hadar (VAN IMERSEEL et al., 2004). Em
contrapartida a suplementagdo com acido acético parece favorecer a invasao
dos enterdcitos (VAN IMMERSEEL et al.,, 2002). Num estudo com &acidos
graxos de cadeia com 2 a 18 carbonos, o acido caprilico foi mais efetivo contra
multiplos sorotipos de Salmonella (SKRIVANOVA et al., 2006).

Mais recentemente, Kollanoor-Johny et al. (2012) revelaram que a
administracao de acido caprilico foi efetiva na reducdo de S. Enteritidis em
varias partes do intestino, figado e bago de frangos, porém, mais pronunciada
no ceco, com reducdo de 3 logs nas contagens bacterianas. Além disso,
constatou-se no mesmo estudo que a inclusdo do acido nao resultou em
diminuicdo do consumo alimentar nem do ganho de peso.

Pelo conteudo exposto, nota-se que todos os métodos de controle de
Salmonella influenciam e alteram a constituicdo da microbiota intestinal. Nesse
sentido, novos horizontes surgem no campo de estudo das aves de produgao
com investigagdes para detecgcao desta microbiota simultaneamente aos
efeitos de componentes da sua dieta, ja que esse € um dos pontos
fundamentais para a sanidade e performance das aves (SEIDAVI et al., 2012).

A importdncia da microbiota intestinal para as aves de produgao é
estudada ha décadas (APAJALAHTI, 2012) e hoje se sabe que seu equilibrio é
fundamental na prevengao de patégenos como Salmonella (VAN COILLIE et
al., 2007).

Em aves saudaveis a microbiota € composta por centenas de géneros e
espécies coexistindo em equilibrio para garantir uma homeostase, logo, o
desbalango nas suas proporgdes pode ser prejudicial (BJERRUM et al., 2006).
Nao apenas processos patologicos, mas também a idade, o ambiente, a
genética e, sobretudo a dieta, influenciam na composicdo da microbiota
intestinal (APAJAHLATI et al., 2001).

Os estudos atuais especulam que haja um perfil microbiano associado
ao alto desempenho nas aves e essa correlagdo, dieta-microbiota-
desempenho, pode dever-se a bactérias especializadas numa alta conversao
dos componentes da dieta em energia metabolizavel para seu hospedeiro,

resultando numa melhora da conversao alimentar (APAJALAHTI et al., 2012).
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2.6 Os métodos de estudo da microbiota

Os métodos utilizados para avaliagdo da microbiota, até muito
recentemente, abordavam-na com meios de cultivo para sua identificacao
(AMIT-ROMACH et al., 2004), porém, eles abrangem apenas as bactérias
cultivaveis da microbiota (ROLFE, 2000), e, raramente permitem a identificagéo
ao nivel de espécie (GONG et al, 2007). Além disso, esses estudos limitaram-
se ao estudo das bactérias no conteudo cecal, deixando por abordar aquelas
aderidas a mucosa, que podem ser de grande valor para o estudo da exclusao
competitiva, visto que, pelo seu habitat natural, podem formar uma barreira a
invasao intestinal (MEAD et al., 1997).

Consequentemente,foi estipulado que apenas 10 a 60% do total das
bactérias cecais podem ser detectadas por cultivo. Portanto, um grande
numero delas permanece ndo identificado devido a falta de meios de cultivo
apropriados (TELLEZ, 2006). Thi Ngoc Lan et al., (2002) report queram 90%
das bactérias presentes no ceco das aves nao sao cultivaveis.

Apenas recentemente técnicas moleculares foram utilizadas para a
investigacdo da microbiota intestinal das aves utilizando a marcagao do DNA
bacteriano e, assim, gerando uma visdo mais detalhada do assunto
(APAJALAHTI et al., 2004).

Essas pesquisas sugeriram que a microbiota das aves contém mais de
650 espécies (CALLAWAY et al.,, 2008) pertencentes a pelos menos 140
géneros (AHIR et al., 2012). Desse total, mais da metade dos géneros sao
desconhecidos (CALLAWAY et al., 2008).

Das que puderam ser identificadas, a maioria € compativel com
Clostridium leptum, C. coccoides e Sporomusa sp. Em baixas quantidades
estdo as sequéncias representando o grupo bacteroides, os géneros Atopium,
Actinomyces e Bifidobacterium (ZHU et al., 2002).

A classe Clostridia, cujo género Clostridium esta implicado na enterite
necroética (MILLER et al., 2010), foi descrito como abundante também por Lu et
al. (2003), Zhu et al. (2002) e Escarcha et al. (2012) que nao detectaram efeitos
deletérios oriundos da sua presenca. Ja o género Bacteroides aparece como
influente no metabolismo alimentar (BACKHED et al., 2004), aceleracdo no

desenvolvimento da mucosa intestinal (STAPPENBECK et al., 2002) e sistema



17

imune, elevando a imunidade do hospedeiro (HOOPER, 2004) e manutencao
do balango da microbiota intestinal (SEARS, 2005).

Comecgando com os estudos de Nurmi e Rantala (1973), meios praticos
foram desenvolvidos para promover o estabelecimento de uma microbiota
intestinal madura em aves recém-nascidas, pois, desde o estudo de Milner e
Schafer (1952) sabe-se da capacidade da microbiota madura conferir
resisténcia a infeccdo por Salmonella spp. Por isso, inumeras -culturas
bacterianas foram administradas a aves jovens e tiveram sua eficacia testada
na inibicdo desse patégeno (DELOACH, 1998).

O consenso que derivou desses estudos foi que, para prevenir a
infecgdo por Salmonella, a administragdo de multiplas bactérias da microbiota
de aves adultas, € melhor que a administragdo de uma unica cepa. Mas ainda
nao se sabe se todas ou apenas algumas bactérias sdo necessarias para
garantir o efeito desejado. Nosso conhecimento limitado da contribuicdo das
diferentes bactérias intestinais para o fenbmeno da exclusdo competitiva deve-
se, em parte, a falta de dados sobre composicido da microbiota intestinal de
aves adultas (ZHU et al., 2003).

Os ensaios bioquimicos foram o primeiro meétodo utilizado para
identificar microrganismos, porém, eles requerem tempo excessivo, habilidade
e padrdes técnicos apurados (SETTANNI e CORSETTI, 2007). Além disso, &
impossivel identificar novas espécies e cepas bacterianas utilizando-se os
meios de cultivo ja conhecidos (SEIDAVI et al., 2012).

Barnes (1979) ja estimava que apenas de 10 a 60% das bactérias no
ceco podem ser cultivadas. Para vencer alguns desses problemas, técnicas
moleculares que n&o necessitam do cultivo prévio tem sido utilizadas (GONG et
al., 2002).

Métodos moleculares ou genéticos provém maior sensibilidade e
especificidade, essencialmente porque o DNA bacteriano se mantém
praticamente inalterado ao longo do ciclo de vida, mesmo quando exposto a
fatores estressantes (ZHU; JOEGER, 2003). Esses métodos permitem rapidez
e eficacia no diagndstico de doencgas aviarias e foram amplamente utilizados
para diferenciar microrganismos e identificar a microbiota (ROSELLO-MORA;
AMANN, 2001). Dentre eles, citamos a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(Polymerase Chain Reaction — PCR (LIU et al., 2011).
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Ha alguns anos a PCR da regido 16S do DNA ribossomal (rDNA) é
utilizada como devido a sua especificidade, permitindo tanto a identificacao
quanto a detecgdo de bactérias (ZHU; JOEGER, 2003). Assim, foi possivel
identificar uma diversidade populacional bacteriana muito maior do que a
descrita com os métodos de cultivo (GONG et al., 2002), inclusive na
microbiota intestinal das aves (GONG et al., 2007).

Entretanto, tais metodologias n&o séo aplicaveis a estudos em larga
escala com objetivo de comparar a diversidade (MUZYER; SMALLA, 1998).
Além disso, podem gerar erros devido ao numero de cépias de rDNA gerados
(WANG et al., 1997), ao método de extracao utilizado (VON WINTZINGERODE
et al., 1997), a selecédo do primer (SUZUKI; GIOVANNONI, 1996), a fase de
amplificagdo na PCR (SPEKSNIJDER et al., 2001), a estratégia e a eficiéncia
da clonagem (CHANDLER et al., 1997). Por fim, eles ainda requerem um
extenso conhecimento dos microrganismos para o desenvolvimento de primers
especificos das bactérias as quais se deseja estudar, dentro da diversa
populacao bacteriana (MCAULIFFE et al., 2005).

Os perfis resultantes em géis com brometo de etideo n&do contém
informacdes especificas das sequéncias bacterianas e precisam ser
comparado com perfis ja existentes, o que mais uma vez limita a quantidade de
novas cepas identificadas (ROSSELO-MORA; AMANN, 2001).

Esses métodos convencionais também n&o fornecem qualquer
informacgéo sobre a dindmica da populagdo microbiana em biomas complexos
(MCAULIFFE et al., 2005).

2.6.1. Eletroforese em Gel com Gradiente de Temperatura (Temperature
Gradient Gel Electrophoresis- TGGE)

Devido a essas limitagbes, e aos altos custos de clonagem e
sequenciamento, novos métodos de estudo foram desenvolvidos para
investigar mudangas na populagdao microbiana e comparar diferentes partes do
trato gastrintestinal de diferentes animais. A comparagcdo das sequéncias de
acidos nucleicos bacterianos isolados pode ser utilizada para determinar sua
funcao e importancia num ambiente especifico. Na avicultura isso permite que
a microbiota de diferentes linhagens de aves sejam comparadas e as
diferengas investigadas (SEIDAVI et al., 2012).
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Os mesmos autores citam que esses métodos sao baseados no
comportamento de desnaturagcdo dos fragmentos gerados pela PCR do 16S
rDNA, incluindo os métodos temperature gradient gel eletrophoresis (TGGE),
temporal temperature gel electrophoresis (TTGE), denaturing gel
electrophoresis (DGE) e denaturing gradiente gel electrophoresis (DGGE). Eles
ressaltam ainda que antes do seu uso para a ecologia microbiana esses
métodos foram utilizados para pesquisas clinicas, o que demonstra sua
confiabilidade.

A técnica de PCR realizada a partir amostras de uma comunidade
bacteriana pode gerar sequéncias de DNA que representam muitos dos
organismos dominantes, entretanto, de tamanho similar, isto €, mesmo numero
de pares de base. Essas sequéncias, submetidas a separacdo convencional
pela eletroforese em gel de agarose, resultam em apenas uma banda de DNA,
nao descritiva da real diversidade da amostra estudada (ERCOLINI, 2004).

TGGE e DGGE séao técnicas ditas de “impressao digital” molecular
genética, capazes de separar os produtos gerados pela reagdo de PCR, sejam
eles DNA, RNA ou proteinas, baseado em suas cargas elétricas e peso
molecular (MUZYER, 1999). Para isso, estes tipos particulares de eletroforese
em gel, utilizam-se de um desnaturante (ERCOLINI, 2004) que pode ser
quimico (uréia ou formamida), no caso do DGGE ou fisico, o calor, no TGGE
(MUZYER, 1999).

Apesar de bem sucedido a principio, 0 método DGGE peca pela
dificuldade de se reproduzir um gradiente de ureia estavel e, assim, a
desnaturagcao térmica foi desenvolvida logo em seguida (ROSENBAUM,;
RIESNER, 1987).

O gradiente térmico mostrou-se mais reprodutivel e facil de ser ajustado
(WARTTEL et al., 1990), requerendo menos tempo habil e, portanto, aplicavel a
analise de multiplas amostras, principalmente quando se almeja examinar e
monitorar as mudangas que ocorrem nas populagdes microbianas devido a
fatores ambientais (MUZYER; SMALLA, 1998).

Salo-Zieman et al. (2006) reportaram problemas com a utilizagdo da
técnica DGGE afirmando que a diversidade da microbiota estudada foi

subestimada pelo método. Biasucci et al. (2010), utilizando-se de ambas as
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metodologias, DGGE e TGGE, e afirmaram que a primeira era menos sensivel
que a segunda.

A técnica de TGGE consiste em um gel de poliacrilamida confeccionado
entre duas placas de vidro anexas a dois blocos de aluminio, dotados de dois
canais de agua que fornecem o gradiente de temperatura de 4 a 65°C
paralelamente ao sentido da corrente elétrica aplicada ao gel (CHADALAVADA
e BEVILACQUA, 2009).

O DNA, negativamente carregado, é atraido pelo eletrodo positivo e
forgado a migrar pelos poros do gel de poliacrilamida. Assim, os pares de base
formados pelos nucleotideos adenosina e timina, e, citosina e guanina, sao
separados pela acao da temperatura, que leva a quebra das pontes de
hidrogénio entre elas (MCAULIFFE et al., 2005) causando sua desnaturagao e
drastica diminui¢do do tempo de migracédo (ERCOLINI, 2004).

Sendo assim, qualquer variacdo na composicao da sequéncia e orem
das bases resultara em diferentes pontos de desnaturagcao, fazendo com que
cada uma adquira uma posi¢cao especifica no gel (MUZYER et al., 1998),
gerando um padrao de bandas que pode ser visualizado corando-se o gel com
brometo de etideo, Sybrgreen (MUZYER et al., 1999) ou Sybr Gold (GRIFITHS
et al., 2000).

Cada uma das bandas representa uma diferente populacao bacteriana,
componente da comunidade total (ERCOLINI, 2004). Uma vez geradas, essas
bandas podem ser extraidas, reamplificadas e sequenciadas. Em acréscimo,
com os softwares estatisticos atuais pode-se calcular o indice de similaridade e
conduzir andlise de perfis de rDNA (SEIDAVI et al., 2012).

A técnica TGGE foi desenvolvida especialmente para a analise de
comunidades microbianas de maneira rapida e acurada (FELSKE, 1998). Isto
porque ela nao requer conhecimento prévio sobre os organismos componentes
da populacdo microbiana a ser estudada, é altamente especifica para separar
fragmentos de DNA do mesmo tamanho, e que diferem por apenas uma unica
base, e também suficientemente sensivel para detectar bactérias que
representam pequeno percentual da populagao total (ZOETENDAL et al.,
1998).

Assim, sua aplicacdo permitiu a criacdo de uma area de estudo

especifica, a ecologia microbiana molecular (AKKERMANS et al., 1995).
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A maioria dos estudos focaram na analise da composi¢cao microbiana de
diversos ambientes como sedimentos (GREY; HERWIG, 1996), solos
(BORNEMAN et al., 1996), agua do mar (FUHRMAN et al., 1993) e corpos
d'agua, revelando padrbes complexos e alta diversidade de espécies
bacterianas (BEIER et al., 2008).

Entretanto, mais recentemente os pesquisadores voltaram seu interesse
na aplicacao dessa técnica ao estudo da microbiota entérica de humanos e
animais, relacionando-a com a sanidade dos mesmos.

Zoetendal et al. (1998) utilizaram-se da técnica para estudar a microbiota
extraida das fezes de humanos, sem parentesco e de diversas idades, e
aferiram que, embora os padrées fossem unicos para cada individuo, havia
bandas em comum para todos, o que indica que as bactérias identificadas por
essas bandas provavelmente possuem papéis importantes.

Bjorkstén (2006) relacionou o estudo da microbiota de neonatos com
seu desenvolvimento imune, estudo complementado por Biasucci et al. (2010)
que avaliou a diferenca entre a microbiota de bebés nascidos de parto normal e
de cesareana, e concluiu que os nascidos de parto normal desenvolviam uma
microbiota mais complexa e consequentemente melhor desenvolvimento
imune.

Os trés estudos ressaltam a importancia da compreensdo da
composi¢ao da microbiota intestinal e seus efeitos de longa duracgao,
incentivando estudos do efeito de alimentos funcionais como pré ou
probidticos, antibidticos e a influéncia da genética dos hospedeiros na
estabilidade e composi¢cdo da microbiota intestinal (BIASUCCI et al., 2010).

De la Cochetiere et al. (2005) ja haviam utilizado a técnica de TGGE
para investigar o impacto na microbiota intestinal de individuos saudaveis apés
a administragdo de amoxicilina durante 5 dias e relatou que sua composicao
demorou 60 dias para se readequar. Um estudo com o mesmo objetivo foi
conduzido por Janczyk et al. (2007), porém com porcos, e estes também
relataram um declinio na diversidade e reducdo de componentes benéficos da
microbiota por até 5 semanas.

Inoue e Ushida (2003) utilizaram a técnica TGGE para avaliar a possivel
relacdo do desenvolvimento da microbiota intestinal de ratos ao longo de 40

dias de vida e sua possivel relagdo com os niveis de IgA nas fezes, aferindo
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que os picos de IgA ocorrem concomitantemente aos picos de aumento na
variedade da microbiota intestinal.

Trabalhando também com animais, Uenishi et al. (2007) objetivaram
avaliar a diferenca e composicdo da microbiota intestinal de chimpanzés de
vida livre e de cativeiro, e concluiram que as bandas comuns aos individuos
dos dois grupos correspondiam aos géneros Clostridium, Lactobacillus, e
Bifidobacterium.

Entretanto, embora algumas espécies bacterianas comuns a muitas
espécies animais, como Bifidobacterium, Pseudomonas e Lactobacillus, pelo
menos uma parte da populacdo bacteriana do trato entérico de diferentes
espeécies animais deve ser unica (ZHU et al., 2002).

A técnica similar da TGGE, a DGGE, ja foi extensivamente utilizada na
determinagao da composi¢ao da microbiota de humanos (SEKSIK et al., 2003),
vacas (KOCHERGINSKAYA et al.,, 2001), caes (SIMPSON et al.,, 2002),
roedores (MCCRACKEN et al., 2001) e frangos (VAN DER WIELEN et
al.,2002). Entretanto, a técnica TGGE, ja confirmadamente uma ferramenta util
no estudo da complexidade da comunidade bacteriana do trato gastroentérico
de animais de producgdo de leite, carne e ovos (NRC, 1994), e sabidamente
mais robusta que a DGGE (CHADALAVADA; BEVILACQUA, 2009) n&o foi tao
explorada. E, mesmo levando-se em conta os estudos realizados com a técnica
DGGE, ainda é limitado o numero de estudos comparativos e adatativos da
microbiota das diferentes partes do trato digestério de frangos (GONG et al.,
2002).

Além disso, apesar de bons resultados os estudos anteriores focaram na
exploragcdo da diversidade, mas nenhuma informacdo da dindmica da
comunidade microbiana, influenciada pela dieta, clima ou agente perturbador
foi dada. Sendo que o estudo da ecologia microbiana envolve a interagao de
seus componentes entre si e com o ambiente, esses biomas precisam ser
estudados ao longo de periodos amplos de tempo (MUZYER; SMALLA, 1998).

Os papéis dos microrganismos sao criticos nas interagdes entre
hospedeiro e dieta, por isso, uma visdo mais compreensiva da microbiota
intestinal das aves é essencial para permitir sua manipulagao (MARTIN et al.,
2011) e desenvolvimento, por exemplo, de produtos mais efetivos de exclusao
competitiva (WANG et al., 2009).
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Mais estudos sdo necessarios para se confirmar a relacdo entre a
microbiota e as doencas gastrintestinais e o ponto fundamental é entender
porque a populacdo bacteriana muda em consequéncia de uma doenca
(SEIDAVI et al., 2012).

A compreensédo detalhada dessas respostas pode permitir a modificagao
da microbiota intestinal (CRHANOVA et al., 2011) e entdo, num futuro préximo,
0s pesquisadores poderao selecionar as aves para cruzamento segundo sua
microbiota entérica. Assim, a microbiota de diferentes linhagens de aves

podera ser comparada e suas diferengas investigadas (SEIDAVI et al., 2012).

3. OBJETIVOS

Objetivo geral:
- Definir o perfil da microbiota cecal contra Salmonella Enteritidis em frangos de

corte submetidos a dietas com acido caprilico, Lactobacillus e halquinol.

Objetivos especificos:

- Identificar as familias ou géneros de microrganismos em comum nas aves
submetidas aos diferentes tratamentos pela avaliacido e comparacao dos perfis
da microbiota obtidos pela TGGE;

- Correlacionar o efeito dos tratamentos os parametros imunolégicos: produgao
de anticorpos (IgA, IgM e IgY), citocinas (IL-17 e IL-8) e histopatologia de

tonsilas cecais

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais e instalagoes

Este exprerimento foi aprovado pelo Comité de experimentagao
de Etica da FMVZ, UNESP- Botucatu, conforme Protocolo 43/2013, financiado
pela FAPESP processo 2013/07318-7 e esta atrelado ao processo 2013/13710-
6.

Foram utilizados 240 frangos de corte, com um dia de idade, da
linhagem Cobb, alojados em gaiolas de arame com fornecimento de agua e

ragao ad libitum.
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Toda a criacdo das aves ocorreu no Infectério do Laboratério de
Ornitopatologia da FMVZ- UNESP de Botucatu. A parte laboratorial foi
executada nas dependéncias do Laboratério de Ornitopatologia da FMVZ-
UNESP de Botucatu e também no Departamento de Imunologia e Parasitologia

do Instituto de Biociéncias da UNESP de Botucatu.

4.2. Delineamento experimental

As aves, fornecidas pela empresa Aviagen, da linhagem Cobb, foram
distribuidas em um delineamento experimental inteiramente casualizado, com 8
tratamentos de 30 aves cada, sendo que cada ave foi considerada como uma

unidade experimental.

Grupo 1 (G1): Aves nao tratadas e nédo desafiadas

Grupo 2 (G2): Aves desafiadas com Salmonella Enteritidis (SE)

Grupo 3 (G3): Aves tratadas com acido caprilico

Grupo 4 (G4): Aves tratadas com acido caprilico e desafiadas com SE.
Grupo 5 (G5): Aves tratadas com halquinol

Grupo 6 (G6): Aves tratadas com halquinol e desafiadas com SE.
Grupo 7 (G7): Aves tratadas com Lactobacillus

Grupo 8 (G8): Aves tratadas com Lactobacillus e desafiadas com SE

Baseado nos estudos e resultados obtidos por Crhanova et al. (2011),
definiu-se que nos dias 10, 20, 30 e 42 de vida das aves, seriam retiradas, ao
acaso, seis aves de cada grupo, das quais foi coletado sangue para
quantificacdo de IgY e IgM. Posteriormente foram eutanasiadas por
deslocamento cervical e necropsiadas para coleta do trato intestinal para
quantificacdo de IgA, IL-8 e IL-17 da mucosa intestinal, cecos para
quantificacdo de SE e realizacdo do método TGGE e tonsilas cecais para

analise histopatologica.
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4.2.1. Dietas experimentais

Exceto pelos grupos 7 e 8 cujas aves receberam o pool de Lactobacillus
via oral diariamente, nos demais grupos o tratamento foi administrado via
racao durante todo o periodo experimental.

As ragdes foram produzidas pela fabrica de racdo da FMVZ-UNESP
Botucatu na fazenda Lageado e foram elaboradas conforme recomendacdes
de Rostagno et al. (2011) para o periodo de criacdo de 1 a 42 dias de vida,
dividido em 4 fases (Pré-inicial, Inicial, Crescimento e Terminagdo) segundo as
necessidades nutricionais das aves.

Para os tratamentos 3 e 4 foram separadas as quantidades referentes a
cada periodo de criagao e adicionadas as quantidade pré-definidas de 0,7% de
acido caprilico (KOLLANOOR-JOHNY et al., 2012). O mesmo foi feito para os
grupos 5 e 6, porém, adicionando-se o 60 ppm de halquinol (MATEQOS et al.,
2010) e inerte. Para os tratamentos 1, 2, 7 e 8 foi adicionado apenas inerte

(neste caso, optamos pela areia).

Tabela 1 - Composi¢des centesimais e nutricionais da racao basal oferecida as
aves de todos os grupos durante o periodo de criagdo de 1 a 42 dividido nas
fases pré-inicial (1 a 7 dias), inicial (7 a 14 dias), crescimento (15 a 40 dias) e
terminacao (41 e 42 dias).

Ingredientes Pré-inicial Inicial Crescimento Terminagao
Milho 54,9 55,24 58,0 62,25
Soja Farelo 36,61 36,06 32,48 28,56
Oleo de soja 2.09 3,93 4,92 4,87
Calcario 0,88 0,91 0,87 0,78
Fosfato 1,95 1,58 1,35 1,12
Sal comum 0,14 0,16 0,15 0,12
Lisina HCI 0,37 0,24 0,24 0,27
Bicarbonato 0,54 0,5 0,63 0,77
Treonina 0,14 0,08 0,07 0,07
Metionina 0,42 0,34 0,32 0,29
Suplemento* 0,2 0,2 0,2 0,20
Colina 0,06 0,05 0,05 0,04
Caulim 0,7 0,7 0,7 0,7
Total 100 100 100 100

* Suplemento vitaminico e mineral, niveis de garantia (kg de rag&o) para as fases pré-inicial e inicial: Vit. A, 11.000 Ul ; Vit. D3, 2.000 Ul
; Vit. E, 16 mg : Acido fdlico, 0,4 mg ; Pantotenato de calcio, 10 mg ; Biotina, 0,06 mg ; Niacina, 35 mg ; Piridoxina, 2 mg ; Riboflavina,
4,5 mg ; Tiamina, 1,2 mg ; Vit. B12, 16 mcg ; Vit. K3, 1,56 mg ; Se, 0,25 mg ; Antioxidante, 30 mg. Suplemento vitaminico, niveis de
garantia (kg de ragéo) para as fase de crescimento e terminacao: Vit. A, 8.800 Ul ; Vit. D3, 1.600 Ul ; Vit. E, 12,8 mg ; Acido fdlico, 0,32
mg ; Pantotenato de calcio, 8 mg ; Biotina, 0,048 mg ; Niacina, 28 mg ; Piridoxina, 1,6 mg ; Riboflavina, 3,6 mg ; Tiamina, 0,96 mg ; Vit.
B12, 12,8 mcg ; Vit. K3, 1,2 mg ; Se, 0,2 mg ; Antioxidante, 24 mg. Suplemento vitaminico niveis de garantia (kg de ragdo): Vit. A, 3.000
Ul; Vit. D3, 500 Ul ; Vit. E, 5 mg ; Pantotenato de calcio, 4 mg ; Biotina, 0,015 mg ; Niacina, 5 mg ; Piridoxina, 0,4 mg ; Riboflavina, 1 mg
; Tiamina, 0,3 mg ; Vit. B12, 3 mcg ; Vit. K3, 0,5 mg ; Se, 0,2 mg ; Antioxidante, 15 mg. 3 Suplemento mineral, niveis de garantia (kg de
ragdo): Cu,9mg;Zn,60mg; I, 1 mg; Fe, 30 mg; Mn, 60 mg.
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4.3. Avaliagao de Lactobacillus spp.

4.3.1. Coleta e identificagcao

Foram coletadas 100 amostras de fezes de frangos de corte saudaveis
de granjas da regido de Botucatu, referentes ao periodo de criagdo de um a 42
dias de vida. Essas amostras foram levadas para o Laboratorio de
Ornitopatologia da FMVZ - Unesp de Botucatu e imediatamente transferidas
para tubos contendo 10mL de caldo DeMan-Rugosa-Sharpe (MRS) pH 6,5,
para isolamento bacteriano. Os tubos, em duplicata, para ingluvios e cecos,
foram incubados a 37°C por 48 h sob anaerobiose, utilizando-se sistema
gerador e anaerobiose. Posteriormente, as culturas foram plaqueadas em agar
MRS e incubadas nas mesmas condicbes descritas. Trés colbnias
caracteristicas de Lactobacillus spp. de cada placa foram submetidas a
coloragédo pelo Método de Gram (PELCZAR et al.,1981) com o objetivo de
certificar-se da natureza gram-positiva e forma bacilar.

As bactérias caracterizadas como bacilos gram-positivos foram
submetidas a confirmacdo do género Lactobacillus através da Técnica da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando- se o kit Spin Stool DNA
Kit (PSP®)na extracdo do DNA e os seguintes primers: LbLMA1-rev 5'-CTC
AAAACTAAACAA AGTTTC-3' e R16-1 5-CCTGTACACACCAGCCCGTCA-3'
(DUBERNET et al., 2002).

Para a reacao foram utilizados 25 pmol de cada primer, 12,5ul de GoTaq
Green Master Mix (Promega®) e 2,5ul de agua ultrapura, totalizando 25ul.

A amplificacdo foi realizada num Termociclador (Eppendorf®) tendo
inicio com 94°C por 3 minutos para desnaturagao, seguindo com temperatura
de anelamento a 53°C por 1 minuto, 72°C por 15 minutos para extensao,
seguido por 30 ciclos a 94°C por 45 segundos, 53°C por 1 minuto e 72°C por 1
minuto e 30 segundos.

Como controles positivos da reacdo foram utilizados amostras de
Lactobacillus helveticus- CCT 3747 — ATCC 15009, L. fermentum CCT0559 —
ATCC 9338, L. delbrueckii spp. Lactis CCT7520 — ATCC7830, L. acidophilus
CCT 3258 — ATCCA4356, L. casei spp casei CCT 1465 — ATCC 393.
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Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 1,5%, corado com GelRed 10000x (Biotium®) e visualizados em

transiluminador de luz ultravioleta.

4.3.2. Avaliacao da atividade antimicrobiana- Método Spot on the Lawn

As amostras de Lactobacillus foram processadas através do método
Spot on the Lawn frente ao microrganismo indicador Salmonella enterica,
subespécie enterica sorotipo Enteritidis fagotipo 4 (SE).

Esse teste foi realizado para verificar o antagonismo entre os
Lactobacillus e o microrganismo indicador.

As amostras de Lactobacillus foram semeadas em caldo MRS e
incubadas a 38°C por 48 horas em jarras de microaerofilia. Posteriormente 10pl
dessas culturas foram adicionadas (forma de pontos) em placas de Petri
contendo agar MRS e apdés sua completa secagem, as placas foram
novamente alocadas nas jarras de microaerofilia para incubag¢ao a 38°C por 18
horas. O microrganismo indicador foi semeado em tubos contendo 5mL de
caldo Brain Heart Infusion (BHI) e incubado a 38°C por 12 horas.

Posteriormente, foram transferidos 200uL dessa cultura para novos
tubos contendo 20mL de caldo BHI acrescido de 0,75% de agar-agar,
previamente preparado e mantido em banho-maria a 45°C (SANTOS, 1993).

Esse preparado foi vertido cuidadosamente nas placas incubadas
anteriormente com as amostras de Lactobacillus e, apés a completa
solidificagcdo da camada superior, as placas foram novamente incubadas e
seus halos de inibicdo mensurados em mm a partir da borda da col6nia de

Lactobacillus.

4.3.3. Capacidade de adesao in vitro

Cada uma das amostras foi submetida ao teste de adesao, de acordo
com Bouzaine et al. (2006) utilizando-se a matriz celular tipo Basement
Membrane Matrigel (BMM, Becton, Dickinson and Company) contendo
colageno tipo IV extraida de sarcoma de rato (HORIE et al., 2002).

A BMM foi diluida (1:20) e 35 pL foram depositados em cada poco das
laminas para cultura Falcon (BD®) a 4°C. As laminas foram deixadas em

repouso a 37°C por duas horas e depois incubadas com solugdo tampao
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fosfatada (PBS) acrescida de 2% de albumina de soro bovino (BSA) por uma
hora a temperatura ambiente

As amostras de Lactobacillus foram incubadas em caldo MRS por 24
horas a 38°C. As bactérias em fase estacionaria de crescimento foram
centrifugadas e lavadas duas vezes com PBS e 200 uyL desta solugdo na
concentracdo de 107 foram depositados nas laminas previamente preparadas
com BMM e incubadas por duas horas a temperatura ambiente. Apods
incubacgdo, as laminas foram lavadas trés vezes com PBS e coradas com
coloracao de Gram.

As regides a serem contadas foram delimitadas por marcagao no verso
das mesmas, sendo trés pontos em cada lateral e dois pontos centrais, numa
area retangular de 1,7 x 1,0 cm, obedecendo ao mesmo padrao para todas as
laminas. As contagens foram feitas microscopio optico (3,8 x 10-2 mm, objetiva
de 100) em esquema duplo-cego, para que nédo houvesse influéncia sobre os
resultados.

Foram feitas trés réplicas para cada amostra testada, sendo que uma
amostra de Escherichia coli e uma amostra de Bacillus subtilis 168 foram
utilizadas como controle positivo e negativo, respectivamente (Figura 1). Os
resultados obtidos foram transformados para logqo, calculado média e desvio
padrao e posteriormente intervalo de confianca determinando o limite superior
e inferior, os quais foram comparados com a média do controle positivo. Foi
utilizado nivel de significancia de 5% (SAMPAIO, 2002).
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Figura 1 - Imagem de microscopia éptica (aumento de 100x) de Escherichia coli
(A) e Bacillus Subtillis (B) corados por Gram, demonstrando alta e baixa
aderéncia das amostras em matriz BMM nos testes de adeséo in vitro

4.3.4. Potencial de multiplicagao

De cada uma das bactérias previamente cultivada em placas de agar
MRS foi coletada uma amostra e repassada para um tubo de ensaio contendo
5mL de caldo MRS. Apdés homogeneizagdo do material foi imediatamente
coletada uma aliquota de 0,1mL e diluida em 0,9mL de PBS, a qual foi a
primeira diluicdo, 10™, da qual obtivemos as 8 diluicdes seguintes. Dessas
diluicbes foi coletado 0,1mL e repassado para placas de agar MRS, em
esquema de duplicata, para conhecermos a UFC no tempo zero.
Subsequentemente o tudo de ensaio foi incubado a 38°C em condi¢des de
microerofilia e foram coletadas e quantificadas aliquotas nos tempo de 3, 6, 9,
14 e 18h para avaliar o potencial de multiplicagdo dessas bactérias.

Para certificar-se de que as amostras de Lactobacillus ndo inibem o
crescimento umas das outras quando cultivadas simultaneamente, foi utilizado
o método Spot on the Lawn citada anteriormente, testando as amostras entre
Si.

Os Lactobacillus que apresentarem os melhores resultados nos testes
Spot on the Lawn, adesdo in vitro e capacidade de multiplicagdo, € nao
apresentarem inibicio em cultivo simultdneo, foram enviadas para
sequenciamento genético para definicao da espécie e posteriormente utilizados
na confec¢ao do pool de Lactobacillus administrado para as aves dos grupos 7
e 8.
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4.4. Preparo do pool de Lactobacillus

As amostras de Lactobacillus, previamente identificadas e selecionadas
In vitro, foram utilizadas para a confec¢ao do pool a ser administrado as aves.

Essas amostras foram cultivadas separadamente em tubos contendo
caldo MRS, a 38°C por 48h em anaerobiose. Posteriormente, 1mL de caldo
MRS cultivado foi retirado de cada tubo, e misturado com os demais.

O numero de unidades formadoras de colénia (UFC) do indculo foi
determinado através de diluicbes decimais em solu¢cao tampéao salina fosfatada
(PBS) com pH 7,2. Todas as determina¢des bacterianas foram realizadas pelo
plaqueamento de 0,1mL das suspensbdes (MRS) e respectivas diluigbes
decimais (PBS), em duplicata de agar MRS. A leitura das placas foi feita apos
incubacéo a 38°C por 48 horas.

O procedimento de cultivo, preparo e contagem do pool foi feito a cada
48h para garantir que ndo houvesse decréscimo de UFC devido a periodo de
estocagem. Durante todo o tempo de experimento as contagens mantiveram-se
entre 4. Logipe 6. Logio UFC/mL.

Foi administrado 1 mL do pool de Lactobacillus para as aves dos grupos
7 e 8, via gavagem diariamente durante o periodo de 1 a 42 dias de vida das

aves.

4.5. Desafio com Salmonella Enteritidis

Como microrganismo desafiante utilizamos a Salmonella enterica
subsepécie enterica serovar Enteritidis fagotipo 4 (SE) resistente ao acido
nalidixico e a rifampicina (Nal/Rif resistente).

Para confeccionar o inéculo de SE, no sexto dia de vida das aves,
submetemos uma aliquota da cepa ao cultivo em 10 mL de caldo BHI por 24h
a 37 °C em aerobiose.

Foi, entdo, administrado 1mL deste inoculo a cada uma das aves dos
grupos 2,4, 6 e 8.

O numero de unidades formadoras de colénia (UFC) do indculo foi
determinado através de diluicbes decimais em solugédo tampao salina fosfatada
(PBS) com pH 7,2, sendo o resultado 7.Log1o UFC/mL.

Todas as determinagdes bacterianas foram realizadas pelo

plagueamento de 0,1mL das suspensdes (AVB Nal/Rif) e respectivas diluicdes
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decimais (PBS), em duplicata de agar AVB Nal/Rif. A leitura das placas foi feita

apods incubagao a 37°C por 24 horas.

4.6. Quantificagao de Salmonella Enteritidis no ceco

Um dos cecos de cada uma das aves foi acondicionado em bolsas
plasticas estéreis, as quais foram transportadas, sob refrigeragdo, para o
Laboratério de Ornitopatologia. Posteriormente, os 6rgados foram abertos, o
conteudo pesado e diluido em PBS na propor¢cdao de 1:10, obtendo-se a
diluicdo 10™". As demais diluicdes foram realizadas até 10®, com posterior
plagueamento de 0,1mL do conteudo em duplicata de AVB Nal/Rif, e cultivo
durante 24 horas a temperatura de 37°C.

O numero de UFC por grama (UFC/g) de conteudo cecal foi convertido

em log10 para a interpretagcéo dos resultados.

4.7. Técnica de ELISA

4.7.1. Quantificacdao de Imunoglobulina Y

Para as analises foram colhidos 200uL de sangue das aves por pungao
venosa da veia ulnar, com o uso de seringas estéreis de 1mL e agulha 0,45 x
13mm.

ApOs a separagao da aliquota sanguinea, o sangue foi centrifugado a
5000rpm a 5°C por cinco minutos € em seguida o soro depositado em outro
microtubo e mantido a -20°C até o processamento do ELISA com o Chicken
IgY ELISA Kit (Bethyl Laboratories®).

Foram pipetados 100uL de cada amostra nos pogos, cobertos com filme
selante e incubados por 20 minutos a temperatura ambiente. O conteudo foi
aspirado e em seguida procedeu-se a lavagem com o Tampao de Lavagem por
quatro vezes.

Em seguida, pipetamos 100uL do Conjugado Enzima-Anticorpo a cada
um dos pocos e incubamos por 20 minutos apds cobrir a placa com o filme
selante. Nova lavagem foi procedida com descrito acima.

Adicionamos 100uL de Solugdo Substrato TMB a cada pocgo e
incubamos num ambiente escuro por precisamente 10 minutos. Por fim, 100uL

de da Solugao de Parada foram adicionados e procedeu-se a leitura a 450nm.
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4.7.2. Quantificacdao de Imunoglobulina A

Foram inoculados, com auxilio de seringa descartavel estéril, 2mL de
PBS na porcédo proximal do duodeno e posterior coleta do fluido na porgao
distal do reto em tubo Falcon®. O volume coletado foi dividido em aliquotas
menores em microtubos e mantido a -20°C até o processamento do ELISA.

O protocolo seguiu-se conforme descrito acima, uma vez que um kit do
mesmo fabricante foi utilizado Chicken IgA ELISA Kit (Bethyl Laboratories®).

4.7.3. Quantificacdao de Imunoglobulina M

Para as analises foram colhidos 200uL de sangue das aves por pungao
venosa da veia ulnar, com o uso de seringas estéreis de 1mL e agulha 0,45 x
13mm.

ApoOs a separagdo da aliquota sanguinea, o sangue foi centrifugado
5000rpm a 5°C por cinco minutos e em seguida o soro foi depositado em outro
microtubo e mantido a -20°C até o processamento do ELISA utilizando-se o
Chicken IgA ELISA Kit (Bethyl Laboratories®).

As amostras foram primeiramente diluidas na concentragcao 1:100000
adicionando-se 10uL do soro a 990uL de Tampéao de Eluicdo 1X B para obter a
diluicdo 1:100; em seguida 10ul da diluigado anterior foram adicionados a 990 pL
de Tampao de Eluicdo 1X B e finalmente 100ul dessa diluicdo foram
adicionados a 900uL de 1xDilution buffer para obter a diluigao de 1:100.000.

Foram colocados 100 uL de cada amostra em duplicata nos pogos da
placa e esse conteudo homogeneizado gentilmente para posterior cobertura
dos pogos com filme adesivo e incubagao a temperatura ambiente durante 1
hora e 4 lavagens com o Tampao de Lavagem.

Em seguida, foram adicionados 100uL da solugdo HRP A a cada um dos
pocos que foram novamente cobertos com fita adesiva e incubados a
temperatura ambiente por 30 minutos. O procedimento de lavagem manteve-se
0 mesmo.

Foram adicionados 100uL da Solugao substrato TMB a cada pogo para
que a reagao ocorresse nos proximos 30 minutos.

Por fim, foram adicionados 100uL da Solucdo de parada e a mensuragao

feita em um leitor de placas de ELISA a 450 nm.
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4.7.4. Quantificagao de Interleucina 8 e 17

Foram inoculados, com auxilio de seringa descartavel estéril, 2 mL de
PBS contendo na porgéo proximal do duodeno e posterior coleta do fluido na
porcao distal do reto em tubo Falcon® de 15mL. O volume coletado foi dividido
em aliquotas menores em microtubos e mantido a -20°C até o processamento
do ELISA utilizando-se ELISA Kit for Interleukin 8 (IL8) Chicken (Gallus gallus)
(Uscn Life Science Inc.®) e ELISA Kit for Interleukin 17 (IL17) Chicken (Gallus
gallus) (Uscn Life Science Inc.®), cujos protocolos sdo 0s mesmo e segue
abaixo.

Imediatamente antes do ensaio, a amostra foi centrifugada a 1000xg/20
minutos, conforme recomendado pelo fabricante, para remog¢ao de particulado
e, seguiu-se imediatamente o ensaio.

Foram colocados 100uL de cada amostra em esquema de duplicata nos
pocos da placa e esse conteudo homogeneizado gentilmente para posterior
cobertura dos pogos com filme adesivo e incubacido a 37°C durante 2 horas.
ApoOs esse periodo o conteudo foi descartado e 100uL do Reagente de
Deteccao A adicionado a cada um dos pocos para posterior cobertura dos
pocgos com o filme adesivo e incubacéao por 1 hora a 37°C.

O conteudo foi descartado e 350uL da Solugdo de Lavagem
acrescentados aos pogos e, apos 2 minutos, procedeu-se a lavagem da placa
por mais trés vezes.

Adicionamos entdo 100 uL do Reagente de Detecgéo B e incubamos por
30 min a 37°C apéds cobrir a placa com o filme selante. Em seguida, seguiu-se
com o procedimento de lavagem por cinco vezes.

Em seguida, foram adicionados 90uL da Solugao Substrato TMB a cada
um dos pogos que foram novamente cobertos com fita adesiva e incubados a
37°C por 25 minutos.

Por fim, foram adicionados 50uL da Solugédo de parada e a mensuragao

feita em um leitor de placas de ELISA a 450 nm.
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4.8. TGGE

4.8.1. Padronizagao

Com o objetivo de padronizar a técnica de TGGE, buscamos na
literatura estudo prévios que se utilizaram de técnicas moleculares para
descrever a composicdo da microbiota cecal e obtivemos as cepas mais
frequentemente mencionadas.

As cepas encontradas foram: Bacteroides spp, Lactobacillus spp (LAN et
al., 2005), Sporomusa sp., Bifidobaterium sp, Pseudomonas sp, Escherichia sp
(ZHU et al., 2002), Peptostreptococcus, Eubacterium spp, Gemmiger formicillis
(MEAD, 1989), Streptococcus sp, Enterococcus sp, Fusobacterium sp,
Staphyloccous  aureus, Clostridium  perfringens,  Escherichia  coli,
Campylobacter coli, Lactobacillus acidophilus, (LU et al., 2003), Bacteroides
capillosus, Eubacterium desmolans, Peptococcus niger, Sporobacter termidis,
Megamonas hipermegale e Acetanaerobacterium elongatum (GONG et al.,
2007). Também foram citados de maneira genérica o filo Proteobaceria (LAN et
al., 2002; LU et al., 2003), a familia Bacteroidaceae (LU et al., 2003) e a classe
Clostridia (GONG et al., 2002).

Nossa pesquisa nos permitiu criar uma tabela com a classificagao
taxonémica de cada uma delas e obter pelo menos um representante de cada
filo.

Algumas dessas cepas nos foram cedidas pela Fundagdo Oswaldo
Cruz- FIOCRUZ, segundo a disponibilidade da Cole¢ao de Mircrorganismos de
Referéncia em Vigilancia Sanitaria- CMRVS, do Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude- INCQS. Outras foram retiradas da bacterioteca do
Laboratério de Ornitopalogia da FMVZ- Unesp de Botucatu, sendo que todas
foram previamente extraidas de material avicola.

Foram adicionadas também a esse banco as bactérias componentes do
pool de Lactobacillus fornecidos aos grupos 7 e 8, bem como a Salmonella

Enteritidis utilizada no desafio, conforme exposto no Quadro 1.
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Quadro 1 - Cepas Bacterianas, selecionadas mediante revisdo de literatura
para representarem as quatro familias mais frequentemente descritas como
componentes da mcirobiota cecal das aves, bem como o microrganismo
desafiante SE e um dos Lactobacillus componentes do pool fornecido aos
grupos 7 e 8, destinadas a padronizacao da Técnica de TGGE

Micro-organismo Origem Fonte

Clostridium perfringens ATCC 12924 FIOCRUZ
Propionibacterium acnes ATCC 11827 FIOCRUZ
Campylobacter coli ATCC 33559 FIOCRUZ
Bacteroides fragilis ATCC 23745 FIOCRUZ
Peptostreptococcus anaerobius ATCC 27337 FIOCRUZ
Enterococcus durans ATCC 6056 FIOCRUZ
Streptococcus agalactie ATCC 13813 FIOCRUZ

Salmonella Enteritidis

Lactobacillus acidophillus

Instituto Adolpho Lutz

Laboratério de Ornitopatologia

Quadro 2 - Classificagao taxonémica das cepas bacterianas selecionadas para
a padronizacgao da Técninca de TGGE

Reino Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria

Filo Firmicutes Actinobacteria Proteobacteria Bacteroidetes
Classe Clostridia Actinobacteria Epsilonproteobacteria  Bacteroidetes
Ordem Clostridiales Actinomycetales Campylobacterales Bacteroidales
Familia Clostridiaceae Propionibacteriaceae = Campylobacteraceae = Bacteroidaceae
Género Clostridium Propionibacterium Campylobacter Bacteroides
Espécie perfringens Acnes Coli fragilis

Reino Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria

Filo Firmicutes Firmicutes Firmicutes Proteobacteria
Classe Clostridia Bacilli Bacilli Gammaproteobacteria
Ordem Clostridiales Lactobacillales Lactobacilalles Enterobacteriales
Familia Peptostreptococcaceae Enterococcaceae Streptococcaceae Enterobacteriaceae
Género Peptostreptococus Enterococcus Streptococcus Salmonella
Espécie anaerobius Durans Agalactie enterica
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Quadro 2 - Classificagcao taxondmica das cepas bacterianas selecionadas para
a padronizagao da Técninca de TGGE (continuagéo)

Reino Bacteria

Filo Firmicutes
Classe Bacilli

Ordem Lactobacillales
Familia Lactobacillaceae
Género Lactobacillus
Espécie Acidphillus

4.8.2. Cultivo, extragao e quantificagao das amostras padrao

As cepas obtidas da FIOCRUZ foram encaminhadas na forma liofilizada
e, portanto, foram solubilizadas adicionando-se 2mL de PBS. Esse volume foi
dividido em cinco aliquotas, sendo quatro delas armazenadas em freezer -
80°C. Uma das aliquotas, de cada uma das amostras, foi reativada em 5mL de
Caldo Nutriente (DIFCO®) e incubadas conforme as recomendacbes de
temperatura e atmosfera individuais, as quais constam na tabela abaixo.
Posteriormente foi feito o repasse para Agar Nutriente (DIFCO®), no intuito de
certificar-se da pureza de cada uma das amostras, seguindo as mesmas
condi¢des de cultivo dos caldos.

As bactérias que requeriam condi¢ao de anaerobiose para o crescimento
foram incubadas em jarras de microerofilia de 2,5L acrescidas do sistema
gerador de anaerobiose Anaerogen (OXOID BRASIL®), tanto na fase de
incubacdo em caldo quanto em Agar.

A Campylobacter, unica cepa microaerdfila, foi cultivada em jarra de
microaerofilia de 2,5L utilizando-se de uma vela acesa em seu interior para
posterior fechamento.

As amostras de Lactobacillus foram incubadas em tubos contendo 5mL
de caldo MRS por 48h a 38°C, seguindo-se o repasse para agar MRS nas
mesmas condigoes.

A amostra de Salmonella Enteritidis foi reatirada de nossa bacterioteca,
onde estd armazenada a 8°C em frascos de vacina contendo 2mL de Agar
nutriente, e reativada em tubos contendo 5mL de caldo Nutriente por 24h a
38°C, seguindo-se posterior repasse para Agar Verde Brilhante (DIFCO®) nas

mesmas condi¢des de cultivo.
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Todas as condi¢des de cultivo citadas estdo esquematizadas no Quadro

Quadro 3 - Condicdes de cultivo das cepas bacterianas selecionadas para a
padronizacao da técnica de TGGE

Microrganismo Temperatura Incubagcao Atmosfera
Clostridium perfringens 37°C 24-48h  Anaerobiose
Propionibacterium acnes 37°C 48h Anaerobiose
Campylobacter coli 37°C 24h Microaerdfilo
Bacteroides fragilis 37°C 24-48h  Anaerobiose
Peptostreptococcus anaerobius 37°C 48h Anaerobiose
Enterococcus durans 37°C 24h Aerobiose
Streptococcus agalactie 37°C 24h Aerobiose

Desse total de amostras, cada uma das placas teve um total de 3 a 10
colbnias, que variou de acordo com o tamanho das mesmas, coletadas com
alca de cobre estéril das placas, solubilizadas em 100uL de PBS e
subsequentemente homogeneizadas no vortex AP650 (PHOENIX®) por 3
segundos.

Esse material foi submetido ao protocolo de extragdo de DNA, segundo
as instrugdes do Stool DNA Isolation Kit (NORGEN BIOTEK®), e os
respectivos produtos quantificados com o fluorbmetro Qubit® 2.0 (Life
Technologies®) utilizando-se o kit Qubit® dsDNA BR Assay Kit
(LifeTechnologies®) destinado a amostras com quantidades entre 2 e 1000ng.

Os resultados obtidos constam na Tabela 2.

Tabela 2 - Quantificagdo das cepas bacterianas selecionadas para a
padronizacao da técnica de TGGE

Amostras Quantificagao (ng/mL)
Campylobacter coli 4,4 ng/mL
Salmonella enterica 15,3 ng/mL
Lactobacillus acidophillus 7,32 ng/mL

Klebsiella pneumoniae 17,2 ng/mL
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Tabela 2 — Quantificacdo das cepas bacterianas selecionadas para a
padronizacao da técnica de TGGE

Amostras Quantificagao (ng/mL)
Clostridium perfringens 9,8 ng/mL
Propionibacterium acnes 4,44 ng/mL
Enterococcus durans 5,32 ng/mL
Streptococcus agalactie 10,8 ng/mL
Bacteroides fragilis 5,92 ng/mL
Peptostreptococcus anaerobius 17,2 ng/mL

4.8.3. Preparo das amostras fecais para o método TGGE

Para cada uma das seis aves, de cada um dos oito grupos, nos quatro
momentos (definidos como 10, 20, 30 e 42 dias de vida), foram coletados de
um dos cecos, duas aliquotas de 500uL e armazenadas em microtubos . Essas
amostras foram mantidas em freezer -80°C até o momento do seu
processamento.

Uma vez retiradas do freezer, as amostras foram manipuladas em uma
capela de fluxo laminar e, aos dois microtubos correspondentes a cada ave,
foram adicionados 500uL de agua ultrapura autoclavada. Esse preparado foi
submetido a agitacdo em vortex até que estivesse completamente homogéneo
e, entdo, os conteudos de ambos os microtubos foram repassados para um
novo microtubo estéril, e novamente homogeneizados em vortex.

O conteudo deste microtubo foi posteriormente dividido em quatrl
aliquotas, das quais, trés foram armazenadas e uma utilizada para a técnica de
TGGE.

Posteriormente, para cada um dos grupos, dentro de cada momento,
misturou-se seis aliquotas, cada uma delas correspondendo as seis aves do
grupo.

Feito isso, obtivemos um microtubo para cada um dos oito grupos,

referentes aos 4 momentos de coleta.
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4.8.4. PCR

Para cada momento, de cada um dos grupos, confeccionamos um pool
misturando-se uma aliquota de cada uma das aves.

Esse material foi, entdo, submetido a extracdo de DNA, utilizando-se o
kit Stool DNA Isolation Kit (Norgen Biotek Corp®), seguindo-se as instru¢des do
fabricante. O produto resultante da extracdo foi acondicionado em um
microtubo e, posteriormente, uma aliquota utilizada para a amplificagao.

A PCR teve como alvo uma sequéncia que envolve as regides V6 e V8
do 16S rDNA. Para a PCR, uma aliquota de 5ul do produto da extracio foi
colocada em microtubos individuais e a esse volume adicionaram-se 40ul de
agua ultrapura, 10ul de Tag 5X Mastermix (Biolabs®) e 0,5uL de cada um dos
primers, forward U968GC (CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG
GGG GCA CGG GGG GAA CGC GAA GAA CCT TAC) e reverse L1401 (GCG
TGT GTA CAA GAC CC) totalizando 50uL.

Os amplicons foram obtidos conforme recomendagéo de Zoetendal et al.
(1998), num Termociclador (Eppendorf®) sob as seguintes condi¢oes:
Desnaturagéao inicial de 95°C/5min, seguida de 30 ciclos de desnaturagado a
95°C/40s, anelamento a 55°C/40s e extensdo a 72°C/1min, complementos por
uma extensao final de 72°C/7min.

Os produtos foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose, a
1,5%, corado com GelRed 10000x (BIOTIUM®), por 40min a 70V, tendo como
referéncia um marcador de tamanho molecular (100pb DNA ladder) para
checar a amplificagdo. A banda correspondente ao amplicon (~433bp) foi
cortada do gel e purificada como descrito a seguir.

Para a purificagao utilizamos o kit GFX PCR DNA Gel Band Purification
Kit (GE Healthcare®), seguindo as instru¢cdes do fabricante para extracdo a
partir de géis de agarose. Para tanto, o volume de 50uL resultante da PCR foi
adicionado de azul de bromofenol e submetido a eletroforese em gel nas
mesmas condi¢des previamente citadas.

O produto da eletroforese foi, entdo, reservado num microtubo e
conservado em freezer -20°C até o momento da sua utilizacdo na técnica de
TGGE.
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4.8.5 TGGE perpendicular

Com o objetivo de confeccionar um controle para as amostras a serem
trabalhadas e também definir o gradiente de temperatura ideal, utilizamos os
amplicons de DNA das bactérias selecionadas mediante reviséo bibliografica e
citadas no relatorio anterior, e as avaliamos sob diferentes condicbes de
temperatura.

Esse controle deveria ser utilizado em cada uma das subsequentes
eletroforeses para que, comparando-se as os pontos de migragdo das bandas
gerados pelas amostras, com aquele presente no controle, pudéssemos pré-
avalia-las quanto a possivel classificacao.

Diferente do que ocorre na técnica convencional de TGGE, aqui as
amostras dispostas no gel da eletroforese sdo submetidas a um gradiente de
temperatura perpendicular ao sentido da corrente elétrica. Isso porque a
migragao nao depende apenas do tempo de corrida, mas, aqui, principalmente
do gradiente de temperatura utilizado, que desnatura o DNA segundo a sua
sequéncia de bases.

O gel consistiu de 6% de poliacrilamida (37,5:1), 8M de uréia, 2% de
glicerol e 20% de formamida. Foi aplicado ao gel uma mistura de 6uL de cada
amostra, totalizando 48uL, submetido entdo a um gradiente de 32,5 a 45,4°C,
em 130V por 2h. Ao fim do tempo de corrida (indicado pela marca do corante
acrescentado as amostras de DNA), o gel foi corado com nitrato de prata,
observado num transiluminador de luz branca e fotografado. Assim, pudemos

depreender que o melhor gradiente seria de 36,4 a 41,6°C (Figura 2).
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Figura 2 - Gel da Técnica de TGGE perpendicular demonstrando o padrao de
bandas gerado pela desnaturacdo do DNA das amostras bacterianas
selecionadas para comporem a padronizagao da técnica de TGGE. O intervalo
de temperatura compreendido entre 36,4C e 41,6C revela a melhor separagao

das bandas sem que haja desnaturagado do material, observado apés 41,6C

4.8.6. TGGE convencional
Todas as amostras fecais foram submetidas ao sistema TGGE
(Biometra®) nas condi¢cbes acima citadas, porém, na quantidade de 1uL de

cada amostra em cada um dos pogos em géis que variaram de 8 a 12 pogos.

4.9. Andlise estatisica

Foi utilizada a técnica de analise de variancia paramétrica para dados
com distribuicdo normal de probabilidades e nao paramétrica para avaliar a
interagdo do momento com dois fatores (grupos e momentos de sacrificio) no
experimento inteiramente casualizado, complementando com o teste de
comparag¢des multiplas de Tukey (paramétrico) ou Dunn (ndo paramétrico) e
adotando o nivel de 5% de significancia (ZAR, 2009).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Selecao dos Lactobacillus

Como muitas bactérias acido-laticas possuem necessidades nutricionais e
padrboes de crescimento similares, frequentemente é dificil utilizar-se de
métodos microbiologicos classicos para identifica-las até mesmo em nivel de
género. Assim, o uso de primers e probes especificos para genes componentes
do RNAr parece (HEILIG et al., 2002;).

Entretanto, pelo fato do género carecer de um clara origem moncofilética e
estar grandemente relacionado a outras bactérias acido-laticas, esse intento
mostrou-se bastante desafiador (DUBERNET et al., 2002).

Os resultados mais fidedignos foram demonstrados por DUBERNET et al.
(2002).

Mediante a analise do cdédigo genetica de 28 espécies, atualmente
disposniveis no GenBank, os autores desenvolveram o primer LbLMA1-rev,
com alvo para a unica regiao especifica identificada em comum para todas as
espécies. Em complemento a ele foi escolhida a sequéncia R16-1, da porcéo
terminal do 16S rRNA conservado entre varias bactérias, incluindo Lactobacilli
(NAKAGAWA et al., 1994).

A técnica mostrou-se eficiente uma vez que o produto gerada para 23
especies testadas apresentava os mesmo 250 pb, com excegao para apenas
uma espécie, Lactobacillus fructuosus, o qual nao gerou produto (DUBERNET
et al., 2002). Entretanto, essa € a uUnica espécie do género classificada no
grupo Leuconostoc (VANDAMME et al., 1996) e com reclassificagado proposta
para Leuconostoc fructuosum (ANTUNES et al., 2002).

Desde entao, inumeros trabalhos vem utilizando os primers proposto por
DUBERNET et al. (2002) reportando alta especificidade (KUMAR, et al., 2014;
SGHIR et al., 2014; DANA et al., 2013).

Essa eficacia se confirma no presente trabalho. Das 150 amostras que ao
cultivo apresentaram padrdao de crescimento e morfologia de colbénia
compativeis com Lactobacillus, apenas 90 foram identificadas com bacilos ao
exame de Gram e, submetidas a reacao de PCR, somente 24 pertenciam de

fato ao género.
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Salientamos que posteriormente as amostras foram submetidas a técnica
de sequenciamento genético, para definicdo das espécies, e os resultados
corroboraram aqueles obtidos pela PCR, confirmando como pertencentes ao

género Lactobacillus todas as assim classificadas pela PCR.

As Tabelas 3 e 4 expbem, respetivamente, os dados regerados no teste
Spot on the Lawn e de Multiplicacdo in vitro pelas cepas de Lactobacillus

analisadas.

Tabela 3 - Resultado do teste Spot on the Lawn procedido com as cepas de
Lactobacillus spp. previamente selecionadas, frente ao microrganismo
indicador Salmonella Enteritidis

Amostra 03 04 05 07 09 10 13 15 18 21 22 35
Halo(mm) 12 00 01 06 06 07 02 07 02 09 03 07
Amostra 37 42 44 47 48 57 58 60 62 63 65 70
Halo(mm) 07 06 07 05 08 01 01 07 04 08 07 03

Tabela 4 - Resultado do teste de Multiplicacéo in vitro das cepas previamente

selecionadas de Lactobacillus spp. ao longo do periodo de 18 horas

Amostra 3 horas 6 horas 9 horas 14 horas 18 horas
03 1,4.10" 6,0.10" 3,0.10" 5,1.10" 3,0.10"
04 5,0.10’ 1,0.10° 7,0.10™ 7,0.10" 2,8.101*
05 5,1.10’ 2,3,108 1,3.10% 2,1.10" 1,0.10"°
07 1,0.107 2,1.10" 3,1.10" 8,0.10" 5,1.10%
09 4,0.10’ 1,1.10"° 1,7.10"° 5,4.10" 1,0.10"°
10 8,4.10° 5,0.10° 4,0.10° 1,8.10° 1,8.10°
13 3,0.107 7,0.10™ 3,4.10™ 1,2.10" 1,2.10"
15 1,3.107 1,4.107 5,0.10° 1,5.10" 1.10"
18 1,1.10° 3,0.108 1,0.10° 1,9.10" 1,1.10"
21 4,9.10° 2,0.10" 8,0.10° 3,3.10" 1,8.10"°
22 2,6.10" 9,5.10" 4,3.10" 6,3.10" 2,8.10"
35 2,6.10° 1,5.107 1,5.10° 1,0.10™ 1,4.10"
37 1,0.107 1,6.10° 1,0.107 7,0.10° 1,9.10"

42 6.0.107 2,5.108 2,9.10" 5,3.10" 2,2.10"
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Tabela 4 - Resultado do teste de Multiplicagéo in vitro das cepas previamente
selecionadas de Lactobacillus spp. ao longo do periodo de 18 horas
(Continuagao)

Amostra 3 horas 6 horas 9 horas 14 horas 18 horas
44 1,0.107 3,9.107 1,7.1011 2,2.1012 1,4.1014
47 7,1.106 4,6.107 2,4.1010 1,8.108 3,2.109
48 1,1.108 2,6.1011 5,4.1012 1,9.1011 2,1.1013
57 2,8.1011 5,2.1012 1,6.1013 1,3.1013 1,8.1013
58 2,4.107 1,8.109 1,5.1012 8.0,1013 1,4.1013
60 1,2.108 5,0.109 5,7.1011 2,2.109 1,9.1013
62 2,8.108 6,4.1011 2,0.1011 8,0.109 6,5.107
63 6,0.106 4,0.109 5,0.1011 5,1.1014 2,8.1013
65 4,1.108 1,4.109 6,5.1010 6,3.1011 8,7.1011
70 1,9.106 4,0.109 5,0.109 6,1.1011 1,2.1011

Nao houve inibicao das amostras umas frente as outras.

5.2. Teste de aderéncia in vitro

A habilidade de adesido e colonizagdao de tecidos do hospedeiro é
fundamental para uma bactéria probidtica, como os Lactobacillus, pois, evita
sua eliminagao imediata pelo peristaltismo intestinal e confere uma vantagem
adaptativa (KOS et al., 2003) aumentando suas chances de multiplicagdo. Nao
obstante, o hospedeiro também é diretamente afetado, uma vez que aderidas
ao epitélio, aumenta sua interagdo com 0 mesmo, com as bactérias residentes
e, por consequéncia a composi¢cao da microbiota e estimulo ao sistema imune
(DEEPIKA; CHARAMPOPOULOS, 2010).

A dificuldade de se fazer essa avaliagao in vivo, gerou a necessidade de
desenvolvimento de técnicas in vitro (BLUM et al., 1999).

Ja se comprovou que a colonizagao bacteriana pode ser promovida pela
adesdo a componentes da matriz extracelular das células do hospedeiro,
porém, em casos de danos a essa estrutura, seja pela acdo mecanica de

patdgenos, toxinas, enzimas, as bactérias podem entrar em contato direto com
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estruturas dos tecidos sub epiteliais como a membrana basal ando assim seu
uso como modelo experimental de adesao bacteriana (HORIE et al., 2002).

Assim, culturas de linhagens celulares como Caco-2 e HT-29, diversos
tecidos e células epiteliais, mucosa e muco intestinal e proteinas de matriz
extracelular de laminina, fibronectina, colageno e proteoglicanos, dos quais sao
compostos a Basement Membrane Matrix - BMM (BD®- Becton Dickinson,
Sparks, MD) foram testados (SCHAR-ZAMMARETTI; UBBINK, 2003).

A BMM é um composto de proteinas de membrana basal reconstituidas,
extraidas de sarcoma de rato, rico em fibronectina e colageno tipo IV, além das
proteinas de matriz extracelular. Soluvel, a 37°C ela da origem a um gel, usado
testes de morfogénese, diferenciacdo e crescimento tumoral e mais
recentemente em testes de adesao e invasao bacteriana (LEE et al., 2014 ).

Utilizando-se deste método, Bouzaine et al. (2005) reportaram os
maiores valores para L. rhamnosus TB1, L. reuteri LRT1, respectivamente com
2000 e 500 células por campo, e o menor valor para L. johnsonii LJT2 e L.
salivarius LST1 com menos que 250 células por campo. Contagem inferior foi
relata por Horie et al. (2002) quando avaliou L. crispatus JCM 5810 com uma

meédia de 70 células por campo.

Tabela 5 - Resultado do teste de adeséao in vitro, utilizando-se a matriz BMM, e
procedido com as cepas bacterianas de Lactobacillus spp previamente
selecionadas. Os resultados representam a média das contagens bacterianas

de cada uma das cepas avaliadas

Amostras

C+ C- 03 04 05 07 09 10 13
Média 206,12 7,08 111,70 71,70 3,37 6,87 56,29 19,5 65,66

Amostras

15 18 21 22 35 37 42 44 47
Média 42,65 13,16 254,87 40,29 4916 29,16 17,70 231,41 7,08

Amostras

48 57 58 60 62 63 65 70
Média 109,54 10,04 21,00 26,45 12,79 188,20 15,34 2,29
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Em nosso experimento (Tabela 5), houve contagens abaixo até mesmo
do controle negativo (B. subtilis) cujo valor médio foi de 7,08 células por campo,
e o valor médio aferido em todas as contagens foi inferior aos valores
reportados na maioria dos experimentos, por vezes até mesmo nas cepas
selecionadas para a composicdo do pool de Lactobacillus. Por isso,
ressaltamos que fatores como o meio de cultura utilizado, o tempo de cultivo
implicado e as condigbes gerais de cultivo, alteragdes na composicao fisico-
quimica da membrana externa celular e a conformagcdo das macromoléculas
componentes da mesma, podem alterar sobremaneira os resultados. E estas
caracteristicas variam mesmo dentro da mesma espécie (SCHAR-
ZAMMARETTI; UBBINIK, 2003).

Infelizmente ndo pudemos tracar um paralelo com os resultados in vivo
que esperavamos obter mediante analise dos perfis de microbiota que seriam
gerados pela técnica de TGGE onde, mediante as capacidades de aderéncia e
multiplicagdo, possivelmente veriamos as bandas correspondentes ao género.

Entretanto, outros resultados discutidos posteriormente nos levam a crer
que a técnica de adesao in vivo foi eficaz em predizer a capacidade adesiva
desses Lactobacillus no intestino das aves, onde elas exerceram suas funcdes
como bactérias probidticas.

Além disso, os diversos métodos utilizados para avaliar a capacidade de
aderéncia de bactérias acido-laticas como culturas celulares (OUWEHAND et
al., 2001), proteinas de matriz extracelular (de LEEUW et al., 2006) e epitélio
do colon (VESTERLUND et al., 2005), apesar de nao refletirem a complexidade
real das interagbes que ocorrem na mucosa do trato intestinal entre as
bactérias, a microbiota, as células teciduais, os nutrientes, etc., na maioria dos
casos citados ha uma correlagdo satisfatéria entre eles. Como citado nos
estudos de Oozeer et al. (2006), Ouwehand et al. (2002) e Vesterlund et al.
(2005) demonstrando dados de aderéncia, multiplicacao, persisténcia tanto em
modelos de laboratério quanto em ensaios clinicos, de amostras de

Lactobacillus em humanos.
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5.3. Sequenciamento Genético

Mediante os resultados obtidos nos testes supracitados, foram
selecionadas 5 amostras (03, 21, 44, 48 e 63) para comporem o pool de
Lactobacillus a ser fornecido para as aves dos grupos experimentais 7 e 8.

Consideramos importante que as bactérias mantivessem um padrao
médio de desempenho nas trés provas, haja vista a importancia das trés
caracteristicas para uma bactéria ser considerada probidtica. Todavia,
consideramos de suma importancia sua capacidade de aderéncia, ja que essa
capacidade confere a bactéria a possibilidade de alterar beneficamente o trato
entérico por mais tempo, garantindo assim também, um beneficio prolongado
para o hospedeiro.

Essas amostras foram enviadas para sequenciamento genético para

definicdo da espécie, obtendo-se os resultados abaixo.

Quadro 4 - Resultado do sequenciamento genético das cepas de Lactobacillus

spp. selecionadas por apresentarem os melhores resultados nos testes prévios

Amostras
03 Lactobacillus reuteri
21 Lactobacillus reuteri
44 Lactobacillus salivarius
48 Lactobacillus reuteri
63 Lactobacillus acidophilus

5.4. Contagem bacteriana

E uma premissa basica a capacidade de SE colonizagdo, multiplicacéo e
permanéncia no trato entérico das aves de produgao, principalmente no ceco
(CERQUETTI; GHERARDI, 2000; VAN IMMERSEEL et al., 2004). E, uma vez
ocorrido o estabelecimento deste patdégeno, € muito dificil elimina-lo ou reduzir
sua eliminacao fecal sem utilizar-se de antibiéticos especificos (NISBET et al.,
1994). E reduzir a eliminacao fecal e consequéncia contaminagdo ambiental é

uma necessidade no que concerne a seguranca alimentar (CRAVEN, 1995).
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Nesse intuito, estudos prévios demonstraram que a colonizagdo inicial
do trato entérico e os componentes da primeira dieta administrada tomam parte
importante na susceptibilidade futura a colonizagdo por patégenos (AMIT-
ROMACH et al., 2004).

Por isso, no presente experimento, nos utilizamos da contagem
bacteriana a partir de fezes coletadas do ceco das aves, para avaliar a
capacidade de controle ou inibicdo da mutliplicacido e permanéncia da SE no
ceco das aves tratadas com pool de Lactobacillus (G8), Acido caprilico (G4) e
Promotor de crescimento halquinol (G6) em comparagdo ao grupo controle

(G2). Os resultados estao expressos na Figura 2.

Figura 3 - Contagem bacteriana (UFC/g) de Salmonella Enteritidis no ceco das
aves dos tratamentos 1 a 8 nos momentos 10, 20, 30 e 42 dias de vida,

representada em Logo

G

Log1o UFC/mL

G4 GO GE G2 G4 GO GE G2 Go6 GE G2 G2
10 dias 20 dias 30 dias 42 dias

Aos dias 10 dias ndo houve diferenca entre os tratamentos com Acido
caprilico e com Halquinol, que revelaram as menores contagens entre todos os
tratamentos, seguidos do tratamento com Lactobacillus, o qual diferiu

significativamente dos controles (Figura 3).
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Aos 20 dias também ndo houve diferenga entre os tratamentos com
Acido caprilico e com Halquinol, porém o grupo tratado com Latobacillus
apresentou uma reducdo tdo significativa em relagdo ao momento anterior
quanto os grupos tratados com &cido caprilico e com haquinol, além de
apresentar reducgao de 2 logs em relagao ao grupo controle (Figura 3).

Aos 30 dias, s6 obtivemos contagem dentre o grupo tratado no
Lactobacillus que diferiu dos controles novamente por 2 logs na contagem e
também em relagdo ao momento anterior. Aos 42 sé obtivemos contagem nos
controles (Figura32).

Assim, concluimos que nao houve diferenga no controle de SE entre os
grupos tratados com acido caprilio e halquinol, que se mostrou um substituto
interessante para a utilizacdo de promotores de crescimento.

Esta constatacdo é bastante promissora devido as capacidades
relatadas do Halquinol.

Com seu amplo espectro de agéao, in vitro e in vivo, testado contra
Salmonella, Shigella, Campylobacter, Yersinia e Vibrio, e comprovadamente
eficaz em cepas multirresitentes de S. typhi e S. paratyphi. Em infec¢des
intestinais demonstrou-se capaz de abreviar o curso clinico da doencga, cessar
a excregao fecal do patégeno, e nos casos cronicos erradicar os reservatorios
fecais e biliares de Salmonella (ASPERILLA et al., 1990).

Assim, é interessante ter comprovada e equiparada a eficacia do produto
frente a um antimicrobiano, uma vez que, néo apenas a exigéncia do mercado
internacional em bani-los da produgédo animal se faz presente, mas também a
resisténcia bacteriana se torna cada mais real.

Num levantamento feito em 13 paises europeus, onde o controle do uso
de antimicrobianos se faz rigido ha mais de duas décadas, foram selecionadas
1215 cepas de Salmonella, originadas tanto de amostras animais quanto
humanas, para a pesquisa do gene PMQR (Plasmide- mediate quinolone
resitance). O resultado foi alarmante, com a presenca detectada em 59% das
amostras, sugerindo cautela no uso de antibiéticos (VELDMAN et al., 2011).

Seguindo o mesmo cunho do trabalho anterior, desta vez em territério
brasileiro, Cardoso et al. (2006) selecionaram oitenta amostras
de Salmonella Enteritidis, isoladas de carcacas de frango para testar a

resisténcia a antimicrobianos, e 100% delas demonstrou resisténcia a colistina,
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novobiocina, eritromicina e tetraciclina, seguido de 90% de resisténcia para
nitrofurantoina, 86,25% para sulfonamida e diferentes niveis para canamicina,
enrofloxacina, neomicina, fosfomicina, sulfonamida.

Semelhante aos nossos resultados, a administracdo de flavomicina ou
mistura de acidos organicos foi igualmente eficaz em prover a diminuicdo das
contagens de bactérias gram negativas, tanto no ceco quando no ileo, aos 21 e
42 dias, quando comparados ao grupo controle. Porém, ndo houve diferencga
de eficacia entre os dois tratamentos (GUNAL et al., 2006).

A eficacia de uma mistura de acidos organicos (fumarico, propibnico,
citrico e formico) também foi testada para capacidade de diminuir a populacao
de Enterobacteriacea em comparag¢ao a bacitracina de zinco, e a combinagao
de ambos. Neste caso, a combinagao foi o tratamento mais eficaz, seguido da
administracdo da mistura de acidos e da bacitracina sozinhos (ALP et al.,
1999).

Em concordancia com nossos resultados, Van Immerseel et al. (2005)
reportou a eficacia do acido butirico adicionado a alimentagdo em reduzir a
eliminacao de SE nas fezes das aves, porém, ndao obteve a eliminacao total do
patégeno do ceco. Diferentemente do nosso experimento, onde n&o havia mais
contagem bacteriana 23 dias apdés o desafio, no grupo suplementado com
acido caprilico. Entretanto, sabendo-se do potencial séptico de Salmonella,
nao excluimos a possibilidade de sua permanéncia em outros 6rgaos, os quais
a inspegao macroscopica nao detectamos.

Muitos autores relatam essa dificuldade da eliminagao total do patdégeno
(BEAL et al., 2004; VAN IMMERSEEL et al., 2004; BERTHELOT-HERAULT et
al., 2003), o que mais uma vez comprova o carater promissor do uso de acido
caprilico aqui relatado.

Também utilizando o acido caprilico, Kollanoor-Johny et al. (2012)
descreve a redugdo da populacdo de SE nao apenas nos cecos, mas no
intestino delgado, cloaca, figado e bago, tanto nas aves de 3 quanto de 4
semanas de vida, sendo que as mais jovens demonstraram uma colonizagao
significativamente maior (7. log1g UFC/g) que as mais velhas (4. logio UFC/g) a
cultura cecal. Supostamente, isso se deve ao desenvolvimento do sistema

imune (BEAL et al., 2004). Essa diferenca também foi notada em nosso
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experimento, no qual ao progredir da idade, houve eliminagdo do patdégeno a
contagem bacteriana, logo aos 30 dias de vida.

Jarquin et al. (2007) testaram a eficacia de uma mistura de acidos
organicos (MAO [.024% téanico, 0.042% latico, 0.048% butirico e 0.048%
acético]) em reduzir a eliminagdo fecal e transmissao horizontal de SE. O
tratamento com MAO mostrou-se valido para evitar a transmissao horizontal,
mas ndo foi capaz de cessar e eliminagdo fecal. Foi testada também a
associagao da MAO a um probidtico comercial (5 Escherichia, 1 Klebsiella, 1
Kluyvera e 2 Lactobacilli), porém, ndo houve vantagem na associacgéo.

Também se utilizando de uma mistura comercial de acidos organicos na
agua de bebida, Wolfenden et al. (2007) reportou a redugao significativa na
recuperagdo de SE das amostras fecais (75%) quando comparado ao controle
(100%). Associando ainda o tratamento com acido a administracdo de um
probidtico comercial constituido por Lactobacillus, e deste em solitario, houve
recuperacao de respectivamente de SE em 75%, 40% e 100% das amostras,
respectivamente. Diferente do relato de Jarquin et al. ( 2007), o resultado da
associagao de probidtico e acido organico foi bastante expressivo e, assim,
consideramos uma interessante possibilidade a ser avaliada numa
oportunidade futura, uma vez que os resultado obtidos com o grupo tratado
com o pool de Lactobacillus ndo foram tao expressivos. Mesmo o grupo tratado
com pool de Lactobacillus obteve o segundo melhor resultado entre os
tratamentos, diferindo em todos os momentos do grupo controle.

A administracdo oral de bactérias probioticas, sobretudo logo apds o
nascimento, foi proposta no comego da década de 90, e é atualmente
reconhecida como uma maneira de reduzir o risco de infecgéo intestinal por
bactérias patogénicas como a Salmonella (LODINOVA-ZADNIKOVA et al.,
2003). Desde entao, fornecer essas bactérias benéficas em culturas puras ou
adicionadas aos componentes da dieta para animais de produgcdo vem se
tornando uma pratica comum (MATEOQOS et al., 2002).

Quando L. salivarius CTC 2197 foi administrado via oral juntamente com
S. enteritidis a aves de 1 dia, o patégeno foi completamente removido apos 21
dias, e o0 mesmo resultado foi obtido com a administracdo via alimentagao e
agua de bebida, comprovando sua eficiéncia em colonizar o trato entérico das

aves apos 1 semana da adminsitragdao. (PASCUAL et al., 1999).
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No intuito de evitar a capacidade de sepse da Salmonella, L. casei foi
administrado 2 e 7 dias antes do desafio com SE, e entdo continuamente até 2,
5 e 8 dias apos. Nesses trés periodos evidenciou-se uma diminuicdo da
translocacéo para bago e figado, em comparacgéo ao controle. E comprovando-
se a capacidade imunomodulatéria, a proliferacdo linfocitaria também foi
consideravelmente maior nos grupos tratados (JAIN et al., 2008).

Os mesmo autores concluiram também que a administragao por 7 dias
foi mais efetiva por permitir melhor desenvolvimento das imunidades inata e
adaptativa.

Além dos varios estudos com cepas especificas de Lactobacillus, outros
autores avaliaram também a atividade inibitéria de misturas comerciais de
composicao indefinida e, similar ao nosso experimento, combinagdes definidas
de bactérias probidticas.

Hiigins et al. (2010) constatou que uma mistura probidtica comercial foi
mais eficaz na redugao da contagem cecal de aves desafiadas com SE do que
a combinacdo de diferentes cepas de Lactobacillus isoladas em laboratério
(Lactobacillus casei 11578, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 11842,
and Lactobacillus fermentum 14931), ambas fornecidas via oral, 24h antes do
desafio.

Entretanto, apesar de alguns estudos mostrarem que o tratamento
precoce das aves com bactérias probidticas poderia significativamente reduzir
a colonizagao por Salmonella e sua eliminagao fecal (HOSSEINI-MANSOU et
al.,, 2011), outros nao encontraram qualquer efeito Yamawaki et al. (2013)
descreveram n&o haver beneficio na imersdo de ovos em cultura de
Lactobacillus ou inoculagéo in ovo, prévia a incubacéao, frente a um posterior
desafio com SE.

Lactobacillus também n&o demonstrou capacidade de redugcdo na
populacao cecal de bactérias gram negativas (OSTURK e YILDIRM, 2004).

A grande variabilidade de resultadosa encontrados entre diferentes
fontes e doses de probidticos demonstra a importancia de se considerar alguns
parametros como periodo de vida, via de administragado, espécie das bactérias
e cepa, dose, etc (de OLIVEIRA et al., 2014).
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5.5. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

5.5.1. Producao de IgM, IgY e IgA

Segundo Subba Rao et al. (1978), a IgM & a primeira classe de
anticorpos a ser sintetizada tanto na ontogenia do sistema imune quanto no
desenvolvimento de uma resposta imune especifica, sendo detectada
aproximadamente apos 4 dias de vida (Martin; Leslie, 1973). Essas
informacdes estdo de acordo com nossos parametros, visto que houve
producéo de IgM em todos os grupos apds 10 dias, embora sem diferenca
significativa entre os grupos (Figura 5).

Ainda segundo Martin e Leslie (1973), as concentrag¢des de IgM atingem
seu maximo apds o 40° dia de vida, fato confirmado pelo aumento biolégico
nos grupos G1, G2, G4, G5, G6 e G7, embora nao significativo. J&4 no G3,
houve tendéncia a diminuicdo da produgao dos 30 para os 42 dias (Figura 4). O
mesmo foi observado por Lillehoj e Ruff (1987), embora Roumbout et al. (1992)
afirmem que altos indices de IgM s&o indicativos de infecgao ativa.

Em relagao as aves tratadas com probidtico, a produgao de anticorpos
frente a um estimulo antigénico, destacando-se a IgM, é significativamente
maior que nas aves nao tratadas (HAGHIGHI et al., 2011; HUANG et al., 2003;
KOENEN et al., 2004). Essa tendéncia pode ser observada em nosso
experimento quando comparamos o G7 em relagao a G2 aos 20 dias, o G7 aos
30 dias em relacado a G2 e G4, e G7 aos 42 dias em relacdo a G2, G4 e G6
(Figuras 4 e 5).
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Figura 4 - Concentracédo de IgM no lavado intestinal das aves dos grupos 1 a 8

nos momentos 10, 20 30 e 42 dia de vida

Entretanto, em nosso experimento, o G7 apresentou aumento nao
significativo de IgM (p>0,05) quando comparado a G8 apds 10, 20 e 30 dias,
havendo, contudo, equivaléncia no 42° dia (Figura 4). Este fato pode ser
explicado pelo contato das bactérias comensais presentes no pool
administrado com as células intestinais, modulando as respostas imunes locais
e sistémicas (MACPHERSON et al., 2000), caracterizadas pela producéo de
anticorpos com ampla afinidade e baixa especificidade a antigenos (BERLAND
e WORTIS, 2002; HAAS et al.,, 2005), ditos anticorpos naturais, sem a
exposi¢cao prévia a um patégeno especifico (DONO et al., 2004; BERLAND;
WORTIS, 2002).

A presenca desses anticorpos naturais ja foi descrita em humanos e
ratos, sendo dos tipos IgM, IgY e IgA, com predominancia de IgM (DONO et al.,
2004; BERLAND e WORTIS, 2002), e também nas aves (LAMMERS et al.,
2004; MATSON et al., 2005; PARMENTIER et al., 2004; RHEE et al., 2004),
nas quais a predominancia de IgM e IgY, sem diferenca significativa, também
foi confirmada (HAGHIGHI et al., 2006).

Cabe citar que muitos parametros estao envolvidos na determinagao da
eficacia dos probidticos em estimular a resposta imune e, por esta razéo, o

efeito imuno-estimulante dos probiéticos ndo deve ser generalizado
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(HAGHIGHI et al., 2011). De fato, outros estudos demonstraram que os grupos
tratados com probidticos apresentaram resposta humoral aquém daquela
apresentada pelos grupos nao tratados, com redugéo dos anticorpos séricos ou
da mucosa intestinal (DALLOUOL et al., 2003; BALEVI et al., 2001).

Nossos achados estdo de acordo com Cox et al. (1990), os quais
relatarm que aves neonatas sdo altamente susceptiveis a infecgcdo por
Salmonella, sendo necessarias menos que 100 células do patdgeno para que
elas se tornem infectadas. Além disso, a populacdo de linfocitos no trato
intestinal das aves é esparsa na primeira semana pos-incubacio, e células
produtoras de anticorpos podem nao ser encontradas no epitélio intestinal de 2
a 6 semanas apos o nascimento (YAMAMOTO et al., 1997; JEURISSEN et al.,
1989). De fato, o desenvolvimento maximo do tecido linféide associado ao
intestino requer 6 semanas (SCHAT e MYERS, 1991; JEURISSEN et al., 1989;
BEFUS et al., 1980) e, Consequentemente, a resposta das aves a SE na
primeira semana pode ser limitada.

Ademais, a exposicido precoce a Salmonella pode levar a uma resposta
ineficiente ao patégeno e deplegao do numero de células nos tecidos linféides
(HASSAN; CURTIS, 1994; WILLIAMS; WHITTEMORE, 1975). Assim, o
organismo poderia se tornar cronicamente hiporresponsivo ao patdgeno
(HASSAN; CURTIS, 1994) ou mesmo tolerante a ele por longos periodos
(GOLUB; GREEN, 1991). Estas afirmagdes foram confirmadas mais
recentemente por Holt et al. (1999) ao comparar o padrao de resposta imune
local e sistémica gerados pela infecgdo de aves ao 1° dia de vida e a 15?2
semana.

Aos 42 dias pelo a producéao de IgM pelo G5 foi significativamente maior
gue nos outros momentos por esse mesmo grupo, e também em relagao a G1,
G2, G3 e G6, além de ter sido maior em relagao a G4, G7 e G8, embora sem
diferenga estatistica, devido ao nivel de confianca (Figuras 4 e 5).

Partindo do pressuposto de que os antibidticos alteram a composicéo da
microbiota intestinal (GASKINS et al., 2002) e podem trazer impacto positivo a
saude local e sistémica do hospedeiro, € cabivel concluir que as bactérias
remanescentes alteram qualitativa e quantitativamente a resposta imune do
mesmo, tanto local quanto sistemicamente (Brisbin et al., 2008). Assim,

estamos de acordo com os autores, pois consideramos a possibilidade de o
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aumento na producgédo de IgM estar relacionado a microbiota favorecida pela
administracdo do antibético, que pode estar enriquecida com bactérias de

propriedades probidticas.

G5 G6 G5 G6 G5 G6 G5 G6

10 dias 20 dias 30 dias 42 dias

Figura 5 - Concentracéo de IgM no lavado intestinal das aves dos grupos 5 € 6

ns momentos 10, 20, 30 e 42 dias de vida

Em suma, como a administracdo de probidtico se deu em baixas doses
continuas, o efeito maximo so6 se fez notar na maior idade das aves, quando os
efeitos do antibidtico estavam mais pronunciados.

Nao descartamos também o possivel efeito direto de antibidticos ao
sistema imune, visto que sua capacidade de imunomodulagéo ja foi descrita
(WOO et al., 1999), todavia, nao para o halquinol.

Com relagdo a quantificacao de IgY e IgA, os resultados obtidos
permaneceram indetectaveis em ng/mL, apds conversdao das absorbancias.
Visto que diferentes autores observaram a produg¢ao destas imunoglobulinas
em aves, atribuimos a auséncia de resultados aos kits utilizados, embora as
curvas-padrao tenham sido confiaveis. O fabricante ndao sugeriu diluicbes a
serem feitas com as amostras, ficando essas a critério do pesquisador. Embora
tenhamos utilizado o mesmo esquema de diluicdo que se mostrou eficiente
para IgM, nao obtivemos sucesso, tampouco com outros esquema e, pode-se

especular que outras diluigdes poderiam ter fornecido resultados confiaveis.
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5.5.2. Producao de IL-8 e IL-17

A IL-8 é uma citocina produzida por uma grande variedade de tipos
celulares, incluindo células epiteliais e endoteliais, com a capacidade de
atracdo de neutrofilos e linfécitos T a um sitio infeccioso (WUYTS et al., 1998).
Todavia, alguns autores aventavam a hipétese de que linfécitos e neutroéfilos
poderiam ser produtores desta citocina (KOGUT et al., 2003), ou recrutados por
ela apds produgdo pelas células epiteliais e endoteliais, ou ambas
possibilidades (KOGUT, 2002).

Nesse sentido, € plausivel conceber que sua maior produgdo ocorra
quando o desenvolvimento do epitélio intestinal tenha atingido seu maximo, o
que, conforme citado anteriormente, ocorre por volta da 6% semana de vida
(SCHAT e MYERS, 1991; JEURISSEN et al., 1989; BEFUS et al., 1980). Em
concordancia com esses dados, a maioria dos grupos apresentou maior
producédo de IL-8 apds 20, 30 e 42 dias de vida em relagdo ao 10° dia (Figuras
6,7,8,9, 10 e 11). Pode-se observar uma exceg¢ao com relagdo a G3, havendo
maior produgao significativa de IL-8 aos 30 dias em relagdo aos 20 e 42 dias
(p<0,05) (Figura 6).
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Figura 6 - Concentracao de IL-8 no sangue das aves do grupo 4 nos momentos

10, 20, 30 e 42 dias de vida

Estudos prévios demonstraram que a contaminagcdo com Salmonella

induz a producéao de IL-8 pelo epitélio intestinal, tanto em mamiferos (WALLIS;
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GALYQV, 2000) quanto em aves (HENDERSON et al., 1999), aumentando o
influxo de neutréfilos (HUGHES et al., 2001) E HETEROFILOS (Wigley;
KAISER, 2003; Henderson et al., 1999) em ambos os casos.

Esses dados corroboram nossos achados ao comparar G5 com seu
correspondente desafiado (G6), o qual apresentou aumento na producéo de IL-
8 aos 20 dias (p<0,05) (Figura 10). A unica excegéo ocorreu com o G7 aos 20
dias, apresentando produgéo de IL-8 significativamente maior que G8 (p<0,05)
(Figura 7).
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Figura 7 - Concentragdo de IL-8 no sangue das aves dos grupos 7 e 8 nos
momentos 10, 20, 30 e 42 dias de vida.

Daqui em diante, consideraremos que os componentes de uma dieta
comum nao sao capazes de induzir alteragdes imunes (GABORIAU-
ROUTHIAU, 2009) e qualquer chance de contaminagdo indesejada esta
excluida, uma vez que realizamos cultura cecal e avaliagdo macroscopica de
orgaos alvo (coracéao, figado, bagco e gbnadas) a necropsia de todas as aves
até o 422 dia de vida. Assim, a expressao de IL-8 se deve apenas a alteragdes
na microbiota.

Com relacdo a inducdo da producdo de citocinas pela microbiota
comensal, a qual intencionamos influenciar desde o primeiro dia de vida, via
mudancas na dieta e administracdo de probidtico, Coloe et al. (1984) relataram

que essa ligacao nao estaria descrita nas aves, mas sim nos mamiferos, nos
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quais ha diferentes padrées de expressao génica relacionada a imunidade
conforme variagdo da microbiota comensal (LAN et al., 2005).

A complexidade da microbiota das aves aumenta gradativamente do 1°
ao 19° dia de vida, com mudangas mais significativas durante a primeira
semana, que pode ser avaliada, também, pelo padrao de producéo de IL-8, a
qual atinge seu pico no 4° dia de vida e decresce até o 10° dia, ndo se
alterando mais posteriormente (CHRANOVA et al., 2011).

Como nossas avaliagcbes comegaram a partir do 10° dia de vida das
aves, isso nao pbéde ser avaliado, porém, nota-se que aos 10 dias, todos os
grupos apresentaram produgdo semelhante de IL-8, condizente com o

reportado pelo estudo citado a priori (Figura 8).
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Figura 8 - Concentragdo de IL-8 no sangue das aves dos grupos 1 a 8 nos
momentos 10, 20, 30 e 42 dias de vida

E importante citar que no periodo do 1° ao 19° dia ha uma maior
variacao individual do que em aves mais velhas (LU et al., 2003; CHRANOVA
et al., 2011), provavelmente pela colonizagao inicialmente aleatéria durante o
periodo da concepgéao e incubagdo, em que a microbiota se torna mais restrita.
A partir do momento em que as aves passam a conviver num mesmo
ambiente, os membros do mesmo lote apresentam microbiota de composicao
mais homogénea entre si (CHRANOVA et al.,, 2011). Nesse contexto,
provavelmente nosso numero de unidades experimentais pode ter sido restrito

para avaliar tal variagéo.
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Porém, diferindo deste mesmo estudo, nossos grupos atingiram o pico
de producao de IL-8 em periodos variando entre o 20° (G7) (Figura 9), 30° (G5
e G3) (Figuras 10 e 6) e 42° (G1) (Figura 8) dias de vida. E interessante notar
que G1, que nao recebeu qualquer tratamento e, portanto, desenvolveu a
microbiota ao acaso (METHNER et al., 2004), apresentou producgéo elevada de
IL-8 até mais tardiamente, demonstrando o retardo no estabelecimento de uma
microbiota comensal. Diferentemente deste, o G7, que recebeu o pool de
Lactobacillus, via oral e diariamente do 1° ao 42° dia de vida, apresentou a
maior produgdo de IL-8 mais precocemente, corroborando as afirmacgbes da
capacidade da administracdo de um probidtico em induzir o amadurecimento

precoce da microbiota entérica das aves.
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Figura 9 - Concentragao de IL-8 no sangue das aves do grupo 3 nos momentos
10, 20, 30 e 42 dias de vida
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Figura 10 - Concentragdo de IL-8 no sangue das aves do grupo 1 nos
momentos 10, 20, 30 e 42 dias de vida

Quanto aos grupos desafiados com SE, CHRANOVA et al. (2011)
relataram que as aves desafiadas com essa bactérias apresentam maior
producao de IL-8 em comparacdo as nao desafiadas a partir do 3° dia pos-
infecgdo, quando houve um pico, com declinio constatado do 10° ao 42° dia.
Esse padrao nao foi observado em nosso estudo, uma vez que 3 dias apds o
desafio realizamos nossa primeira mensuragao de IL-8 e todos os grupos
apresentaram padrdes semelhantes, tanto entre os contaminados, quanto entre
os livres de contaminagao e seus respectivos pares desafiados (Figuras 8, 7, e
10).

Ressaltamos aqui que no experimento conduzido por CHRANOVA et al.
(2011) houve mensuracado de IL-8 diretamente no ceco das aves, onde ha
maior colonizagdo de SE, também utilizada como desafio pelo autores, mas
avaliando a expressdo génica desta quimiocina — técnica esta que confere
menor influéncia do que o ensaio imunoenzimatico, visto que nem sempre a
expressao coincide com a producdo de uma determinada molécula. Em
contrapartida, optamos por trabalhar com amostras de lavado intestinal e
determinar a producao de IL-8 por ELISA, quantificando a producéao efetiva de
IL-8 ao longo de trato entérico. Ainda assim, CHRANOVA et al. (2011)
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relataram variagao individual tdo expressiva, que foi possivel relatar apenas
tendéncias no padrdes de producéo das citocinas.

Com relacéo a IL-17, n&o foi possivel quantificar tal citocina, em funcao
do kit utilizado para quantificacdo, embora inUmeras tentativas tenham sido
realizadas. A curva-padrdo ndo se apresentou confiavel em nenhum ensaio,
inviabilizando qualquer analise. Deste modo, qualquer interpretagao sobre os
resultados obtidos seria mera especulagao, sem fundamentos.

Vale ressaltar que o fabricante do kit ndo sugere a diluigdo a ser feita,
ficando a critério do pesquisador predizer se os valores a serem aferidos
estardo dentro dos limites mensuraveis pelo Kkit.

Embora tenhamos tentado o mesmo esquema de diluicdo utilizado para
IL-8, além de outras diluigdes sugeridas em literatura, ndo obtivemos

resultados congruentes.
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Figura 11 - Concentracdo de IL-8 no sague das aves dos grupos 5 e 6 nos
momentos 10, 20, 30 e 42 dias de vida
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Figura 12 - Concentragdo de IL-8 no sangue das aves do grupo 2 nos
momentos 10, 20, 30 e 42 dias de vida

5.6. TGGE

As amostras de fezes dos grupos experimentais, em seus respectivos
momentos, ndo geraram bons resultados quando submetidas a técnica de
TGGE, apresentando bandas pouco definidas ou mesmo a auséncia das
mesmas (Figura 12).

Embasados em literatura (HE et al., 2006; THOMPSON et al., 2002)
levantamos algumas hipoteses do possivel fator comprometedor da qualidade
do resultados obtidos no método de TGGE e, na intengao de avaliar o produto
obtido em cada uma das etapas de processamento das amostras de fezes até
a realizacdo efetiva da técnica de TGGE, isto é, extragdo, amplificagdo e
purificacdo, submetemos todas elas a eletroforese em gel (Figura 16).

As bandas obtidas na eletroforese do produto da extragcdo das amostras
fecais mostraram-se pouco constante, com resultados variando de satisfatério
a nulo, sem motivo evidente. Portanto, nossa primeira tentativa foi de utilizar o
protocolo caseiro proposto por Dubernet et al. (2012) para extracdo a base de
cloroférmio e formol. Todavia, o protocolo demonstrou-se muito eficiente para
extragdo de bactérias gram negativas, e parcialmente eficiente para bactérias
gram positivas e amostras fecais, o que nos levou a descartar a possibilidade

de utiliza-lo. Nossa préoxima tentativa foi a troca do kit de extragao, utilizando o
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Qlamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen®), e mesmo assim a qualidade das
bandas geradas na técnica de TGGE n&o permitiram uma avaliagéo individual
dos grupos, tampouco a comparacgao entre os diferentes e grupos e momentos.

Mediante a falha em otimizar o passo da extragao, optamos por voltar a
utilizar o kit da Norgen®, que, apesar da inconsisténcia, exibiu os melhores
resultados, e partimos para regularizagdo dos outros passos do protocolo.

Em seguida, optamos pela tentativa de aperfeicoar a técnica de
purificacdo proposta pelo fabricante do kit da GE Healthcare®. O passo final de
eluigdo sugere que o produto pode ser eluido com 10 a 50 yL de agua estéril
nuclease free) ou tampéo (10mM Tris-HCI, ph 8). Optamos por utilizar a agua,
pois, nossa experiéncia laboratorial € de que ela, apesar de manter o produtos
estavel por menos tempo, interfere menos com os reagentes aplicados a
amostras nas técnicas subsequentes.

Na tentativa de obter uma quantidade maior de DNA num volume menor,
optamos pela quantidade minima sugerida, entretanto, o resultado nao foi
satisfatorio, haja vista que as bandas obtidas na eletroforese do purificado
apresentaram qualidade inferior. Entdo, optamos pelo volume intermediario de
25uL, que também ndo alterou positivamente a qualidade das bandas na
eletroforese do produto e, finalmente, tentamos dividir o passo da eluicado em
dois, procedendo duas eluicdbes com 25uL cada e aumentando o tempo de
descanso do eluente na coluna, de 1 minuto sugerido, para 5 minutos em cada
eluicao.

Ainda sem obter os resultados esperados, optamos por quantificar as
amostras obtidas na purificagdo e concentra-las para o minimo de 25uL, ou
mais, caso a mesma apresentasse pouca quantidade de DNA. Para tanto,
utilizamos o Concentrador Eppendorf®. Os resultados obtidos com a
quantificacdo e concentracao estao expressos na Tabela 5.

Mesmo assim nao obtivemos bons resultados e as bandas continuavam
pouco definidas ou inaparentes.

Assim, hipotetizamos que a manipulagdo das amostras para confeccao
do pool de cada grupo, dentro de cada momento, poderia afetar a qualidade do
DNA a ser utilizado. Por isso, trabalhamos com as amostras de uma ave dentro
de cada grupo, procedendo com todas alteragdes ja mencionadas e, ainda

assim, o resultado nao foi positivo no TGGE (Figura 15).
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A auséncia de bandas a utilizacdo do método similar DGGE também foi
reportada por Van der Wielen et al. (2002), tanto nas aves tratadas com
antibidtico quanto nas do grupo controle, entretanto, somente até os 4 dia de
vida. Os autores sugerem que este resultado n&o indica, obviamente, uma
auséncia de microbiota, mas presenca num limite abaixo do detectavel pela
técnica.

Assim como os autores, ndés também descartamos essa improvavel
possibilidade cultivando as amostras cecais, mesmo apds longo periodo de
armazenagem, e obtivemos crescimento tanto em agar MacConkey quanto em
agar BHI.

Nosso resultado mais préoximo do ideal esta expresso na Figura 17,
resultado da soma de todas as alteracbes anteriormente citadas. Todavia, ndo
foi possivel reproduzi-lo em tentativas subsequentes. Assim, as inferéncias
feitas sobre esse resultado sdo hipoteses que para confirmagédo exigiram
melhor adaptacéo da técnica de TGGE.

Na Figura 17 podemos observar que o padréo de bandas para G1 e G2
se manteve semelhante ao longo dos quatro momentos de coleta e, assim,
concluimos que nao houve variacao da microbiota.

Nossos resultados diferem de van der Wielen et al. (2002) que
reportaram, ao longos dos 38 dias de vida das aves, um aumento na
complexidade da microbiota em todos os compartimentos intestinais
evidenciado pelo aumento do numero de bandas no gel de eltroforese. Esses
resultados estdo em concordéncia com estudos prévios de microscopia e
cultivo (VAN DER WIELEN et al., 2000; BARNES, 1979).

Van der Wielen et al. (2002) afirmam ainda que aves mais velhas
apresentam padroes de banda mais distintos umas em relagdo as outras,
diferente das aves jovens, as quais apresentam padrées semelhantes. Esses
resultados mostram que fatores intrinsecos ao hospedeiro influenciam na
composicao da microbiota, como gendtipo (TOIVANNEN et al.,, 2001;
ZOETENDAL et al., 2001), sistema imune, receptores intestinais especificos
(ZOETENDAL et al., 2001) e complexos de histocompatibilidade maior (major
histocompatibility complex- MHC) (TOIVANNEN et al., 2001). Entretanto, vale
ressaltar que van der Wielen et al. (2002) trabalharam com aves em condigcbes

de laboratério e Toivannen et al. (2001) e Zoetendal et al. (2001) com
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camundongos. Por isso, ainda ndo se sabe a importancia desses fatores em
aves em condicdes de criacdo industriais.

Nossos resultados ndo demonstraram essa variagdo dentre as aves
jovens, nem dentre as adultas, e estdo de acordo com Apajalahti et al. (1998).

Cabe ressaltar que estudos prévios da microbiota intestinal das aves
mostraram uma diversidade de espécies, mas, ao regredirmos na escala
filogenética, vemos que eles sédo pertencentes a basicamente 5 familias, sendo
as mais frequentes Enterobacteriaceae, Clostridiaceae e Lactobacillaceae
(AMIT-ROMACH et al., 2004; LAN et al., 2004), conforme previamente citado
neste estudo na fase de padronizagao da técnica de TGGE.

Em adigdo, sabendo que todos os nossos tratamentos objetivaram um
controle de Salmonella e estabelecimento de uma microbiota “saudavel”’, pode
ser que tenha ocorrido uma uniformizacdo da microbiota dos tratamentos no
que diz respeito as familias predominantes, e que as variacbes tenham
ocorrido ao nivel de género, as quais a técnica, no presente estudo, néo foi
eficaz em revelar. Entretanto, ndo podemos especular sobre quais familias
representam as bandas presentes na Figura 17 devido a qualidade do
resultado.

Nesse contexto, comunidades bacterianas que apresentam poucos
grupos e dominantes, gerardo padrbes de banda mais simples e aqueles
grupos de menor abundancia podem nao ser adequadamente representados
(MUZYER et al., 1993).

Também em discordancia com a diversidade da microbiota relatada em
literatura esta o estudo de Pedroso et al. (2006). Os autores ressaltam que a
real diversidade por ter sido subestimada pela técnica do gradiente em gel de
eletroforese porque algumas populagdes bacterianas representam uma
pequena fracdo do todo, consequentemente seus DNAs representam menos
que 1% de todo material genético bacteriano das fezes (MUZYER e SMALLA,
1998) e, portanto, seus amplicons ndo sao capturados pela densitometria.
Convertendo em numeros, € improvavel que géneros, espécies ou mesmo
comunidades com contagens inferiores a 10® UFC/g de fezes, sejam
visualizados pela técnica (SIMPSON et al., 1999).

Outra possibilidade é a comigracdo de alguns fragmentos com poucos

pares de base de diferenca (JACKSON et al., 2002) ou mesmo numero de G +
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C na regido 16S V3. Nessas situagdes temos bandas que n&o representam
espécies ou géneros, mas até familias ou grupos (SIMPSON et al., 1999).
Assim, em contraste com Nubel et al. (1996) que relataram a eficacia do
método em separar sequéncias de DNA que diferiam por apenas um par de
base, Vallaeys et al. (1997) e Cleven et al. (1997) reportaram a ineficacia em
separar fragmentos com substancial diferenga previamente conhecida.

Outra observagéao interessante € que o método do gradiente em gel de
eletroforese também néo foi eficaz em demonstrar a alteracdo na microbiota de
aves suplementadas com promotores de crescimento em relacdo ao controle;
isto porque as mudancgas nao foram numéricas (PEDROSO et al., 2006), com
reducdo da variedade microbiana, conforme exposto previamente (KAUTS,
1999; CURRY, 2002), mas sim qualitativas, sem alterar o padrdo de amplicons
(Knarreborg et al., 2002; McCracken et al., 2001).

A titulo de comparacéao, obtivemos amostras fecais de camundongos as
quais submetemos ao mesmo protocolo de extracdo, amplificagcdo e
purificacdo, previamente a TGGE na qual colocamos também amostrais do
presente experimento, sob o gradiente de temperatura para elas estabelecido.
E, para nossa surpresa, o resultado obtido com as amostras de camundogos
foi extremamente satisfatorio, porém, as do experimento nao (Figura 14)

As amostras de camundongos foram posteriormente submetidas a
técnica de sequenciamento genético, em gentil parceria estabelecida com
nossos colaboradores de instituicdo, e os resultados corroboraram aquilo que
se esperava, tendo-se em vista o resultado da técnica de TGGE. Sendo assim,
excluimos a possibilidade de algum erro técnico nos passos que antecedem a
TGGE, bem como na realizagao da propria técnica.

Ressaltamos que a TGGE e técnicas similares sao ainda ferramentas
pouco exploradas e de grande potencial para avaliagdo de microbiota. Seu
melhor conhecimento e associagdo com outras técnicas moleculares com a
PCR e o sequenciamento genético sao de grande valia para o estudo das
alteragdes temporais, nutricionais e hospedeiro-especificas da microbiota.

Até o momento de conclusdo desse estudo n&o encontramos em
literatura trabalhos que se utilizassem da TGGE pro estudo da microbiota da

aves, provando o pioneirismo do nosso intento. Por isso, esperamos numa
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oportunidade vindoura, mais experientes e com mais tempo habil, poder

responder as questdes levantadas no presente estudo.
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Figura 13 - Gel da técnica de TGGE com as amostras de DNA bacteriano

amplificado referente as amostras cecais das aves
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42 dias 10 dias
C:1 Cc2 Cc3 Cc4 G7 G2 G7 G2

Figura 14 - Gel da técnica de TGGE com as amostras de DNA bacteriano
amplificado referente as amostras cecais das aves e dos camundongos, sendo
C1= camundongo 1, C2= camundongo 2, C3= camundongo 3 e C4=

camundongo 4



70

Figura 15 - Gel da técnica de TGGE com as amostras de DNA bacteriano

amplificado referente as amostras cecais das aves

Figura 16 - Gel da técnica de TGGE com as amostras de DNA bacteriano

amplificado referente as amostras cecais das aves
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Figura 17 - Gel de técnica de TGGE com as amostras de DNA bacteriano

amplificado referente as amostras cecais das aves, repectivamente da
esquerda para direita, de G2M1, G2M2, G2M3, G2M4, G1M2, G1M1, G1M3 e
G1M4 (sendo M1= 10 dias, M2= 20 dias, M3= 30 dias, M4= 42 dias)

Tabela 6 - Quantificagdo dos produtos da purificacdo das amostras cecais dos
grupos listados na tabela

Amosta Quantidade de DNA (ug/ pl)
G2M1 12.10
G3M1 12.1073
G4M1 17.103
G5M1 13.102
G6M1 1.102
G7M1 1.102
G8M1 1.102
G1M4 1.10
G3M4 1.10

G4M4 14.10°3
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5.7. HISTOPATOLOGIA DE TONSILA CECAL

Os enterocitos as aves do grupo 1 apresentaram-se integros ao
longo de todo periodo de criagdo (Figuras 18, 19 e 21), com exceg¢ao dos 30
dias quando apresentaram discreta degeneracdo (Figura 20). Resultado
similar demonstrou o grupo 7, com amostras integras aos 10 e 30 dias
(Figuras 18 e 20), e amostras com degeneracao discreta aos 20 dias (Figura
19) e aos 42 dias (Figura 21) amostras, integras, discreta e moderamente
degeneradas.

Assim como o0s grupos anteriores, as amostras de G3 e G5 também
apresentaram-se majoritariamente integras com baixo numero de amostras
discreta e moderadamente degeneradas (Figuras 18, 19, 20 e 21). Como os
grupos G1, G3, G5 e G7 nao foram desafiados com Salmonella, assumimos
que a provavel fonte de degeneracdo foram variagbes nas condigdes de

armazenagem e processamento dos fragmentos intestinais.
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tonsilas cecais das aves avaliadas nos grupos 1 a 8 no aos 10 dias de vida (N=

nenhuma, D= discreta, M= moderada, |= intensa).



73

BN

4 -
mD
3 A mMm
2 L
1
0 -
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8

Figura 19 - Nivel de alteragao histopatoldgica dos enterdcitos que compdem as
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tonsilas cecais das aves avaliadas nos grupos 1 a 8 no aos 20 dias de vida (N=

nenhuma, D= discreta, M= moderada, |I= intensa).
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Figura 20 - Nivel de alteragao histopatoldgica dos enterdcitos que compdem as
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tonsilas cecais das aves avaliadas nos grupos 1 a 8 no aos 30 dias de vida (N=

nenhuma, D= discreta, M= moderada, |I= intensa).
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Figura 21 - Nivel de alteragao histopatoldgica dos enterdcitos que compdem as
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tonsilas cecais das aves avaliadas nos grupos 1 a 8 no aos 42 dias de vida (N=

nenhuma, D= discreta, M= moderada, |I= intensa).

Avaliamos no G5 a possibilidade da dieta acrescida de acido causar
lesbes ao epitélio intestinal, entretanto descartamos a hipétese ja que outros
estudos (JOHNY et al., 2009; KOLLANOOR-JOHNY et al., 2011) utilizaram-se
da mesma metodologia que nds e nao relataram danos ao epitélio intestinal.
Ressaltamos também que os resultados entre os grupos nao desafiados com
SE em relagdo a amostras discreta e moderadamente degenerada foi similar
guando avaliamos os quatro grupos dentro dos mesmos momentos.

Dos grupos desafiados com SE, aos 10 dias notou-se maior alteragao da
integridade dos enterdcitos no G2 seguido do G6, os quais nao diferiram
estatisticamente (Figura 18). Os outros grupos tratados nao diferiram entre si.

Ao longo dos demais trés momentos, G2 e G8 demonstraram resultados
estaveis com predominio de amostras discreta e sem alteragdes,
respectivamente (Figuras 18, 19, 20 e 21).

O tratamento com Lactobacillus (G8) demonstrou-se mais eficiente na
manutencao da integridade intestinal, com resultados similares e sem diferenga
estatistica ao longo dos quatro momentos (Figuras 18, 19, 29 e 21). Na
sequéncia, maior estabilidade e menor alteragao foram apresentadas por G4 e

G6, respetivamente.
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Figura 22 — Fotomicrografia de um corte de tonsila cecal de um exemplar de

G2 aos 20 dias ressaltando as alteragdes nos enterocitos (20x).

Quando mencionamos o critério reagdo das tonsilas cecais nos
referimos a proliferagado celular intrinseca aos foliculos linféides e do aumento
do numero dos foliculos que compdem a estrutura do tecido linfoide das
tonsilas (GEORGESCU et al., 2007).
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Figura 23- Nivel de reatividade das tonsilas cecais das aves avaliadas nos

grupos 1 a 8 no aos 10 dias de vida (N= nenhuma, D= discreta, M= moderada,

|= intensa).
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Figura 24 - Nivel de reatividade das tonsilas cecais das aves avaliadas nos

grupos 1 a 8 no aos 20 dias de vida (N= nenhuma, D= discreta, M= moderada,

|= intensa).
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Figura 25 - Nivel de reatividade das tonsilas cecais das aves avaliadas nos
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Figura 26 - Nivel de reatividade das tonsilas cecais das aves avaliadas nos
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grupos 1 a 8 no aos 42 dias de vida (N= nenhum, D= discreta, M= moderada,

|= intensa).

Os grupos que nao foram desafiados com SE se mantiveram,
majoritariamente, com alteragao discreta a moderada (Figuras 22, 23, 24 e 25).
Para o G5 cabe citar a capacidade imunomodulatoria dos antibiéticos (WOO et
al., 1999), todavia ainda nao descrita especificamente para o halquinol, mas

passivel de ter ocorrido, elevando o numero de aves com reagcdo moderada
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das tonsilas superando G6, seu similar desafiado, como correu aos 10 dias
(Figura 23).

Os resultados mais uniformes entre os grupos desafiados e seus pares
ocorreram em G7 e G8 que so6 diferiram estatisticamente aos 30 dias (Figura
25), com G8 apresentando alteragbes intensas e inesperadamente G7
apresentando mais alteracbes moderadas que G8, muito provavelmente pela
capacidade imunomodulatéria do pool de Lactobacillus (BAR-SHIRA e
FRIEDMAN, 2006), cuja administragdo continua ao longo do periodo de criagao
afetou mais a dindmica da populagdo linfocitaria das tonsilas do que a
administracao pontual do desafio com SE.

A maior diferenca ocorreu entre os controles, sendo que as amostras de
G1 apresentaram mais frequentemente amostras sem alteracdo e
discretamente alteradas, enquanto seu similar desafiado G2 apresentou
amostras com alteragdes predominantemente moderadas (Figuras 23, 24, 25, e
26).

O grupo G1 foi 0 unico cujas aves apresentaram a maioria das amostras
enquadradas no critério sem alteracdes, que so foi encontrado em G3 aos 10 e
30 dias, e em G5 aos 30 e 42 dias (Tabela 2), mesmo assim com baixa
incidéncia. Provavelmente deve-se a capacidade de influéncia do sistema
imune de todos os tratamentos aqui testados (SANCHEZ et al.,, 2010;
DESBOIS et al., 2009; GASKINS et al., 2002), j& comprovada também pelas

avaliagdes anteriores no presente estudo.
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Foto 27 - Fotomicrografia de um corte de tonsila cecal de um exemplar de G8
aos 30 dias destacando nddulos linféides marcando a reatividade das tonsilas

cecais (20x).

A congestao vascular foi o critério menos proeminente dos avaliados.
Em todos os grupos durante os quatro momentos os resultados variaram de
ausente a discreta (Figuras 28, 29, 30 e 31).
Mesmo assim, quando comparamos 0s grupos contaminados com seus pares
desafiados avaliamos em todos os momentos uma diferenca significativa ou
pelo menos uma tendéncia dos grupos desafiados apresentarem maior nimero
de amostras com congestao discreta (Tabela 3). Resultado congruente com o
potencial inflamatério dos sorotipos tifoides de Salmonella, com destaque para
SE, devido a indugdao da produgado de citocinas como iNOS, CXCLi1 e 2
(SETTA et al., 2012).
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Figura 28 - Nivel congestado vascular nas tonsilas cecais das aves avaliadas

nos grupos 1 a 8 no aos 10 dias de vida (N= nenhuma, D= discreta, M=

moderada, I= intensa).
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Figura 29 - Nivel congestdo vascular nas tonsilas cecais das aves avaliadas

nos grupos 1 a 8 no aos 20 dias de vida (N= nenhuma, D= discreta , M=

moderada , I=intensa ).
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Figura 30 - Nivel congestado vascular nas tonsilas cecais das aves avaliadas
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nos grupos 1 a 8 no aos 30 dias de vida (N= nenhum , D= discreta , M=

moderada , I=intensa ).
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Figura 31 - Nivel congestdo vascular nas tonsilas cecais das aves avaliadas
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w
1

nos grupos 1 a 8 no aos 42 dias de vida (N= nenhum alteragao, D= discreta ,

M= moderada , |= intensa ).

Observamos também uma tendéncia prevalente do aumento da
congestao vascular ao longo do periodo de criagao (Figuras 26, 27, 28 e 29), o
que provavelmente se deve mais ao desenvolvimento tecidual e da microbiota

que perduram até a quarta semana de vida, do que ao desafio com SE cujas
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alteracdes teciduais inflamatdrias sdo breves e mais visiveis até 48 a 72h
(HOLT, 2011; IVO, 2010).

Figura 32 - Fotomicrografia de um corte de tonsila cecal de um exemplar de G5

aos 10 dias demonstra areas de discreta congestao (10x).

A respeito da quantidade de bactérias observada nas tonsilas cecais, o
resultado foi bastante homogéneo entre os grupos e nos quatro momentos
avaliados (Figuras 30, 31, 32 e 33). Isto porque altera¢cdes na microbiota ao
longo da vida das aves sdo mais qualitativas do que quantitativas (Knarreborg
et al., 2002; McCracken et al., 2001), o que explica a quantidade ter se mantido

estavel.
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Figura 33 — Presenca de bactérias nas tonsilas cecais das aves avaliadas nos
grupos 1 a 8 aos 10, 20, 30 e 42 dias de vida (N= nenhum alteragao, D=

discreta, M= moderada, I= intensa).

G2 cujas amostras apresentaram quantidade moderada em alguns
exemplares durante todo o periodo avaliado (Figura 33). A isso atribuimos a
presenca de SE administrada como desafio e presente no ceco das aves deste
grupo até os 42 dias, conforme expostos pela contagem bacteriana ou, menos
provavelmente a variagao individual entre as aves, uma vez que o numero de
aves por grupo em cada momento foi diminuto.

Provavelmente nos outros grupos essa variagdo nao ocorreu devido a
acao dos tratamentos que precocemente estabilizaram a microbiota das aves,
conforme demonstrados pelos padrées de IL-8 e IgM exposto previamente, e
também impediram a permanéncia e multiplicacdo exacerbada de SE,
conforme demonstrado pela contagem de SE no ceco.

Ao avaliar o infiltrado leucocitario, visualizamos nos capilares, além de
hemacias linfécitos em processo de diapedese. Essa observagao, somada as
figuras de mitose sugerem que a populagao celular compde-se tanto de células
oriundas de proliferagdo in situ quanto por células que migraram via corrente
sanguinea. O processo de diapedese também foi observado por del MORAL et
al. (1998).
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Figura 34 — Presenca de infiltrado leucocitario nas tonsilas cecais das aves

avaliadas nos grupos 1 a 8 aos 10 dias de vida (N= nenhum alteragdo, D=

discreta, M= moderada, |= intensa).
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Figura 35 — Presenca de infiltrado leucocitario nas tonsilas cecais das aves

avaliadas nos grupos 1 a 8 aos 20 dias de vida (N= nenhum alteragao, D=

discreta, M= moderada, |= intensa).
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Figura 36 — Presenca de infiltrado leucocitario nas tonsilas cecais das aves
avaliadas nos grupos 1 a 8 aos 30 dias de vida (N= nenhum alteragdo, D=

discreta, M= moderada, |= intensa).
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Figura 37 — Presenca de infiltrado leucocitario nas tonsilas cecais das aves
avaliadas nos grupos 1 a 8 aos 42 dias de vida (N= nenhum alteragao, D=

discreta, M= moderada, |= intensa).

Nesse quesito, foram mais uma vez os controles, G1 e G2, que demonstram
maior variagao entre si e nos quatro momentos de coleta (Figuras 34, 35, 36 e
37).

Logo aos 10 dias as amostras de G1 apresentaram auséncia de
infiltrado leucocitario, enquanto a grande maioria de G2 apresentou infiltrado
discreto a moderado (Figura 34). Esse comportamento se estendeu pelos

outros trés momentos, com as amostras de G1 variando entre auséncia de
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infiltrado e infiltrado discreto, e as amostras de G2 entre infiltrado discreto e
moderado (Figuras 35, 36 e 37).

Como ndo havia outro agente capaz de induzir esse aumento do
infiltrado leucocitario nas aves, consideramos obviamente o desafio e presenca
de SE nas aves de G2 a causa do mesmo, haja visto essa capacidade ja estar
previamente descrita (CHAPPEL et al., 2009; BERNDT e METHNER, 2004).

Para as amostras de G1 nas quais identificamos infiltrado discreto,
lembramos que a estrutura da tonsila cecal € composta de foliculos e
leucadcitos infiltrados no tecido (KITAGAWA et al., 1998)

Em G5 e G6, aos 30 e 42 dias, houve uma tendéncia do primeiro
apresentar maior numero de amostras com infiltrado moderado que seu
correspondente desafiado, o qual apresentou mais amostras com infiltrado
ausente e discreto (Figuras 36 e 37). O mesmo ocorreu para G7 e seu
correspondente G8, aos 10, 20 e 42 dias (Figuras 34, 35 e 37), e para G3 e seu
correspondente G4 aos 30 dias (Figura 36).

Atribuimos a discreta diferengca apresentada pelos grupos e seus
correspondentes desafiados a influéncia ao sistema imune, seja ela direta ou
indireta, causada pelas alteragdes na deita. Além disso, como ja dito a priori, a
presenca de linfocitos nas tonsilas podem indicar tanto o desenvolvimento do
orgao imune quanto uma resposta a SE administrada como desafio. Diferenciar
essas duas possibilidades exigiria 0 uso de técnicas mais especificas como a
imunohistoquimica, a qual permite diferenciar as subpopulagdes de linfocitos,
por consequéncia suas fungdes, e entdo supor o motivo de sua presenga no
tecido.

Podemos ainda, observando os dados de contagem cecal de SE e
correlacionando-os com o infiltrado leucocitario, observar que a eliminagao do
patdégeno nao esta temporalmente ligada a eliminagdo do patdégeno, haja vista
que G4 aos 30 dias nao apresentava mais contagem de SE no ceco (Figura 3),
mas o infiltrado leucocitario manteve-se de discreto a moderado até os 42 dias
(Figura 37). O mesmo ocorreu para G6 e G8, cuja eliminagdo se deu aos 42

dias (Figura 3), mas o infiltrado manteve-se presente (Figura 37).



Figura 38 — Fotomicrografia de um corte de tonsila cecal de um exemplar de

G7 aos 42 dias ressaltando o infiltrado leucocitario na vilosidade dos
enterdcitos; numerosas células linféides, bem como células linféides

germinativas (10x).

6. CONCLUSOES

No presente trabalho ndo obtivemos sucesso na reprodugdo do método
TGGE, e também nao foi possivel definir se isso se deve a baixa
reprodutibilidade do método ou algum fator intrinseco as amostras. Assim, nao
podemos especular sobre a relagdo da microbiota cecal com os outros dados
gerados.

Todos os tratamentos foram eficazes em reduzir a contagem bacteriana
de SE no ceco das aves, quando comparados ao grupo controle, entretanto, o
acido caprilico e o halquinol demonstraram ser capazes de eliminar a SE mais
precocemente, seguido do tratamento com Lactobacillus.

Os dados de IgM e IL-8 gerados ao longo do periodo de vida das aves
nos permitiram concluir que a concentragao dos mesmo no soro e intestino

das aves relacionam-se ao desenvolvimento imune lolcal e sistémico e também
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morfoldgico intestinal, todavia ndo houve diferencga significativa entre os

tratamentos, nem destes com seus respetivos desafiados.
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