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NOUJAIM, J. C. Detecgcao de linfécitos T no intestino de frangos de corte
tratados com Lactobacillus spp. e desafiados com Salmonella Enteritidis.
Botucatu, 2005, 64p., Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar por meio de imunoistoquimica se a
inoculacéo oral de culturas de Lactobacillus acidophillus, L. reuteri, L. salivarius
e a microbiota cecal de aves estimula a resposta imune celular no intestino de
pintos de linhagem comercial, desafiadas ou ndo por Salmonella Enteritidis, na
forma de infiltrado leucocitario por células T CD3+, CD4+ e CD8+. Foram
utiizados 320 aves com um dia de vida, ndo sexados e livres de
guimioterapicos. Cada grupo foi subdividido em quatro subgrupos com 20 aves
cada e classificados em grupo que nao recebeu tratamento (controle negativo),
tratamento com L. spp ou MC, tratamento com L. spp ou MC e desafio com S.
Enteritidis e tratamento com S. Enteritidis (controle positivo). Os resultados
obtidos mostram que o tratamento com L. reuteri, L. salivarius, L. acidophillus
ou microbiota cecal e o desafio com S. Enteritidis, determina resposta imune na
forma de infiltrado leucocitario por linfocitos CD3+, CD4+ e CD8+ no epitélio e

na lamina propria do duodeno, jejuno e ceco de aves com até 12 dias de idade.

Palavras chave: probiético; Lactobacillus; Salmonella; imunoistoquimica,

frango de corte.
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NOUJAIM, J. C. Detection of T lymphocytes in gut of broiler chicken
treated with Lactobacillus spp. and challenged with Salmonella
Enteritidis; Botucatu, 2002, 64p, Masters dissertation — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade

Estadual Paulista..

ABSTRACT

The bacteria of the Lactobacillus sort have been very studied currently had to its
important paper in the process of competitive exclusion where they contribute in
the reduction of pathogenically genus, in special infections for Salmonella spp. it
saw oral in the first days of life. These bacteria with probiotically characteristics
provide beneficial effect to the general health of the host, through the
stimulation and anti tumor modulation of the immune reply and properties, had
probably the action on the cellular immune system. The objective of this work
was to verify if Lactobacillus acidophillus, L. reuteri, L. salivarius and microbiota
cecal of broiler chicken have been imunostimulated activities through its
inoculation in birds of commercial ancestry with one day of life, defied or not for
Salmonella Enteritidis, determining immune reply in the form of infiltrated
leucocytes for cells T in the epithelium and intestinal proper blade.The gotten
results demonstrate that the cultures of L. acidophillus, L. reuteri, L. salivarius
and microbiota cecal defy or not with S. Enteritidis, they determine immune
reply on the part of the host in the infiltrated form of leucocytes for lymphocytes
CD3+, CD4+ and CD8+.

Key words: probiotics, Lactobacillus; Salmonella; Immunohistochemistry,

broiler.
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1. INTRODUCAO

Nos sistemas modernos de producéo avicola a utilizacdo de antibidticos,
como promotores de crescimento, € uma pratica amplamente adotada.
Antibiéticos sdo também utilizados com o objetivo de manter a salde das aves
e conter a disseminacdo de doencas, como a salmonelose aviaria. Porém, a
utilizacao de antibiéticos e quimioterapicos no controle de Salmonella é pratica
pouco confiavel uma vez que, além de alterar a microbiota normal das aves,
nao eliminam totalmente a excrecédo fecal de Salmonella contribuindo para a
manutencdo desta bactéria nos plantéis avicolas. Além disso, 0 uso
indiscriminado por longos periodos de tempo tem causado inquietacdo publica
a respeito dos impactos dessas drogas sobre o meio ambiente.

Ha, entdo, uma forte pressado, tanto nacional como internacional, para a
abolicdo do uso dessas drogas incorporadas a racao das aves. Assim, 0 uso de
produtos alternativos, como os probioticos e produtos de exclusdo competitiva,
estdo ganhando importancia cada vez maior no cenario avicola atual.

O objetivo deste trabalho foi verificar por meio de imunoistoquimica se a
inoculacéo oral de culturas de Lactobacillus acidophillus, L. reuteri, L. salivarius
e a microbiota cecal de aves estimula a resposta imune celular no intestino de
pintos de linhagem comercial, desafiadas ou ndo por Salmonella Enteritidis, na

forma de infiltrado leucocitario por células T CD3+, CD4+ e CD8+.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Importancia e Saude Publica

Produtos probidticos e prebidticos, embora ndo apresentem todas as
acOes benéficas dos antibioticos, ndo determinam residuos nos produtos de
origem animal, e ndo desenvolvem resisténcia as drogas utilizadas em seres
humanos, por serem produtos essencialmente naturais, o que lhes coloca em
posicdo de destaque em todos os segmentos da cadeia de producdo e
consumo de proteina animal (ANDREATTI FILHO et al., 2000).

O principio de exclusdo competitiva proporciona alguma protecdo as
aves contra a entrada de patdgenos nos primeiros dias apdés 0 nascimento,
uma vez que nesta idade as aves ndo possuem a microbiota intestinal plena,
bem como o sistema imune ainda ndo se encontra completamente
desenvolvido. Em condi¢cdes normais, as aves jovens recebem a microbiota
principalmente da méae, e em galinhas e peruas, a transferéncia de
microrganismos € muito eficiente quando os recém nascidos sdo criados
proximos aos adultos. Devido ao sistema moderno de producdo intensiva
atualmente desenvolvido pela industria avicola, o contato entre adultos e recém
nascidos € impossibilitado, e a consequéncia é o retardo no desenvolvimento
da microbiota intestinal protetora (FULLER, 1989; DAY, 1992).

A salmonelose € o termo que designa um grande grupo de doencas
aviarias, agudas ou cronicas, causadas por um ou mais membros do género
Salmonella (GAST, 1997). Atualmente, os sorotipos nao tém sido mais escritos
em italico e sim da forma proposta por Popoff et al. (1996), onde o género
Salmonella apresenta duas espécies: Samonella enterica com seis
subespécies e Salmonella bongori. Assim, a designacdo de Salmonella
enteritidis passa a ser Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo
Enteritidis, ou de forma simplificada Salmonella Enteritidis.

Uma forma de transmissdo muito importante de Salmonella entre as
aves é a vertical ou transovariana, onde os pintos ja nascem infectados, ou a
bactéria tem contato com as aves através da casca do ovo no momento do
nascimento. As aves assim infectadas eliminam a bactéria via fezes
transmitindo-a horizontalmente aos pintos sadios que, logo apdés a ecloséo, séo

altamente suscetiveis a infeccdo por Salmonella. A infeccdo de aves jovens
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pode acarretar alta mortalidade ou colonizagéo intestinal assintomatica (GAST,
1997). Alguns sorotipos sdo mais restritos ao trato intestinal, enquanto outros
sdo capazes de invadir a corrente circulatéria, podendo desencadear
septicemia (COOPER, 1994; BERCHIERI Jr & BARROW, 1995).

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

A infeccdo por Salmonella via oral se inicia através da coloniza¢do do
trato gastrointestinal, o que é favorecido pela presenca de sitios de ligacao
livres na mucosa intestinal de aves jovens. ApOs a colonizacéo intestinal, a
bactéria pode chegar via corrente sanglinea ao baco e figado, onde se
multiplica nas células reticulo-endoteliais, levando a bacteremia e mortalidade.
Nas aves onde ha apenas a colonizagdo intestinal, pode ocorrer a excre¢ao de
Salmonella até 28 semanas de idade (BARROW, 1999, 2000).

Além do aspecto econémico envolvido no controle da Salmonella, devido
a mortalidade e refugagem das aves, esta bactéria tem também grande
importancia em saude publica e o sorotipo de maior significAncia atualmente é
o Enteritidis (POPPE, 1994), intrinsecamente relacionado com infeccao
alimentar por ovos e seus derivados (SMITH, 1989).

Nos EUA, surtos de infeccdo alimentar com amostras resistentes a
varios antibiéticos, como a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfas e
tetraciclinas, foram associados ao consumo de ovos contaminados, sendo o
sorotipo mais importante o Enteritidis (CODY et al ., 1999; VILLAR et al., 1999).
Na Dinamarca, o relato de surto de infec¢ao alimentar com Salmonella spp., foi
caracterizado pela reduzida eficacia das fluorquinolonas no tratamento dos
pacientes, além das cinco drogas citadas anteriormente (MOLBAK et al., 1999).

Carne e visceras de aves domésticas também sado fontes de infeccéo
para seres humanos por meio da contaminacdo da carcaga pelo contetudo
intestinal durante o processamento (RUSSUL et al., 1996; ABOUZEED et al.,
2000; BELI et al., 2000).
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No Brasil também j& foram relatados surtos de salmonelose humana
originados do consumo de produtos avicolas contaminados em varios estados
brasileiros como S&o Paulo, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Distrito Federal, Espirito Santo, Pernambuco e Piaui (FALCAO et al., 1975;
ARAUJO et al., 1995; FUZIHARA et al., 1995; LIRIO et al., 1995; MARTINS-
VIEIRA et al., 1995; NUNES et al., 1995; PERES et al., 1995; PISANI et al,
1995).

2.2. Exclusdo Competitiva e Lactobacillus spp.

Lilly & Stillwell (1965) foram os primeiros a utilizar o termo probiético e,
em 1973, o trabalho de Nurmi & Rantala representou o marco inicial das
pesquisas envolvendo o conceito de exclusdo competitiva. Neste trabalho, os
autores verificaram que a administracdo via oral de cultura de bactérias
intestinais produziu protecdo contra a colonizacdo cecal por Salmonella
Infantis, semelhante a exibida por aves adultas.

O fornecimento da cultura de bactérias intestinais provenientes de aves
adultas saudaveis para pintos de um dia induz a formacdo precoce de
microbiota intestinal protetora, que inibe o0 crescimento de bactérias
patogénicas pela reducdo do pH intestinal por meio da producdo de acidos
graxos volateis de cadeia curta, como acido acético, propionico e butirico; pela
producdo de peroxido de hidrogénio, o qual inibe o crescimento de certas
bactérias anaerdbias; e pela producdo de bacteriocinas com acado
antibacteriana, podendo inativar ou matar outras espécies bacterianas
(MICHAEL & WEI, 1997). As bactérias da microbiota intestinal normal, além de
ocupar os sitios de ligacdo reduzindo a adesédo de bactérias patogénicas ao
epitélio intestinal, podem também atuar diretamente sobre as bactérias
patogénicas, inibindo-as, ja que bactérias probioticas podem produzir
substancias antimicrobianas como peréxido de hidrogénio, diéxido de carbono,
diacetil, 4cido piroglutamico, reuterina, e outras bacteriocinas (EDENS et al.,
1997).

De acordo com Travi (2002), a acdo dos probidticos no organismo se
refere principalmente a inibicdo que estes exercem na colonizacdo do intestino
por bactérias patogénicas. Os mecanismos pelos quais 0s probidticos reduzem
as bactérias patogénicas seriam a producdo de substancias bactericidas,
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competicao por nutrientes, alteragdo do metabolismo microbiano, e estimulagéo
do sistema imunoldgico, a partir da capacidade de adesdo a mucosa intestinal.

Segundo Sanders (1998) e Tannock (1999), as culturas probidticas sao
benéficas a saude por serem capazes de inibir o crescimento de
microrganismos patogénicos através da exclusdo competitiva e antagonismo, e
por apresentarem caracteristica imunomodulatéria, imunoestimulante,
atividades antimutagénicas, além de incrementarem e auxiliarem na digestao
de lactose, e metabolizarem colesterol, diminuindo a absor¢céo e reduzindo o
risco de problemas cardiovasculares, bem como por manterem a integridade
das mucosas, diminuindo, assim, a incidéncia e/ou duracao de diarréias.

Nos primeiros anos do século XX, o cientista Elie Metchnikoff ressaltava
a importancia da ingestdo continuada de Lactobacillus para a promocéo da
saude e, nesta época, ele identificou o Lactobacillus bulbaricus, desenvolvendo
um fermento que passou a ser largamente adicionado a produtos lacteos nos
anos que se seguiram (METCHNIKOFF, 1907).

A microbiota intestinal € composta por varias espécies bacterianas,
tendo grande destaque o género Lactobacillus, cujas espécies mais comuns
como L. reuteri, L. salivarius, L. animalis e L. acidophillus, ttm demonstrado
grande importancia a saude intestinal das aves (GUSILIS et al., 1998;
ZACCONI et al., 1999; PASCUAL et al.,, 1999; RAMESH et al.,, 2000). A
administracdo de L. acidophillus a pintos de um dia proporcionou melhores
indices zootécnicos e econdbmicos como conversao alimentar e ganho de peso,
bem como beneficiou a digestibilidade de gordura (lipidios) e a retencdo de
nitrogénio (TORTUERO, 1973). Além da melhora nos fatores zooeconémicos, a
administragdo de Lactobacillus se mostrou eficaz na protegdo contra
Salmonella spp., visto que aves tratadas com L. acidophillus durante duas
semanas foram resistentes a desafios por S. Gallinarum, patdgeno altamente
especifico para galinhas (RAMESH et al.,, 2000). L. salivarius também
proporcionou protecdo contra desafio por S. Kedougou, além de melhores
indices zooecondémicos. Quando esta mesma espécie de Lactobacillus foi
administrada diretamente no ingluvio, juntamente com cultura de S. Enteritidis,
foi observado que o patdgeno deixou de ser detectado nas aves 21 dias apds o
tratamento (ZACCONI et al., 1999; PASCUAL et al., 1999). L. animalis produziu
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substancias antimicrobianas com capacidade de inibir, in vitro, o crescimento
de S. Gallinarum (GUSILIS et al., 1998).

Gusils et al. (1999) observaram adeséo de L. animalis e L. fermentum
nas ceélulas intestinais, concluindo que L. fermentum reduziu a colonizacéo de
S. Pullorum, enquanto L. animalis inibiu a adesdo de S. Pullorum, S. Enteritidis,
e S. Gallinarum. O género Lactobacillus faz parte da familia Lactobacteriaceae
e da tribo Lactobacillae (ORLA-JENSEN, 1921), apresentam col6nias
pequenas, apigmentadas, arredondadas, com bordas bem delimitadas, e
aspecto cremoso. Produzem lactato e acetato que reduzem o pH do meio,
exercendo efeito antibacteriano, excretam metabdlitos que inibem bactérias
patogénicas gram-negativas e gram-positivas, produzem vitaminas do
complexo B, ativam o sistema imune contra células malignas e restauram a
microbiota intestinal apds antibioticoterapia (GIBSON & TOBERFROID, 1995).

A acao inibitéria dos Lactobacillus ocorre na mucosa do trato
gastrointestinal. Para que algumas espécies de Lactobacillus exercam sua
atividade probidtica € necessaria a adesdo destes aos enterdcitos, evitando
sua eliminacdo através do peristaltismo e permitindo a sobrevivéncia no
ecossistema gastrointestinal. A adeséo dos Lactobacillus a mucosa intestinal
esta relacionada a habilidade de hemaglutinar eritrécitos, ligagdo a manose e a
glicolipideos isolados presentes na mucosa intestinal, além do provavel
envolvimento de proteinas ou componentes protéicos como mediadores para a
adesdo (EDENS et al, 1997). Os Lactobacillus apresentam certa
especificidade quanto ao segmento intestinal, pois espécies de Lactobacillus
isoladas de duodeno e cecos tiveram pouco sucesso na adesao a células do
ileo. Variacfes de temperatura entre quatro e 42°C néo alteraram a capacidade
de adeséo as células do ileo, o que ndo ocorreu com variacdes de pH, pois
valores de pH superiores a oito reduziram a capacidade de adesdo dos

Lactobacillus aos enterdcitos (JIN et al., 1996).

2.3. Imunidade celular

O sistema digestivo deve permitir seletivamente a entrada de nutrientes,
mas ao mesmo tempo deve limitar a entrada de agentes que possam ser

nocivos. Simultaneamente, deve permitir exposicdo controlada de tais
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substancias e agentes para que 0 sistema imune produza as respostas de
adaptacéo e de protecao correspondentes. As barreiras mucosas exercem uma
série de mecanismos fisiologicos e imunolégicos que procuram prevenir a
exposicdo exagerada do sistema imune aos antigenos que possam estar
presentes no intestino. A resposta imune €, por si mesma, muito complexa,
principalmente no aparelho digestivo, devido a grande quantidade de elementos
e fatores envolvidos.

Segundo Yamamoto & Kiyono (1999), o sistema imune da mucosa
intestinal € uma eficiente barreira entre microrganismos patogénicos, ou
comensais, e 0 hospedeiro.

De acordo com McDonald (1999), a imunidade celular da mucosa
intestinal é constituida por células T, células B (responsaveis pela producéo de
anticorpos), células natural killer (NK), e células fagociticas, como granuldcitos e
macrofagos. As células T ou linfocitos timo-dependentes ou ainda linfocitos
CD3+, sdo constituidas de dois sub tipos de células: CD8+ ou células T
citotdxicas, e CD4+ ou células T auxiliadoras (T helper - Th), divididas em Thl
(responséavel pela imunidade mediada por células) e Th2 (responsavel pela
imunidade mediada por anticorpos).

A presenca de um antigeno no liamem intestinal estimula resposta
coletiva do tecido linféide nos trés maiores compartimentos do sistema imune da
mucosa, ou seja, nas placas de Peyer (PP) que estédo distribuidas ao longo de
todo o intestino delgado, na lamina prépria (LP), e nos linfécitos intraepiteliais
(LIE) distribuidos ao longo de todo o epitélio na face lumenal do tecido mucoso
(BRANDTZAEG, 1995). Porém, para estimular tal resposta, o antigeno é
transportado atravées de célula especializada, denominada célula M, e associada
ao epitélio do foliculo das PP, até as células apresentadoras de antigenos
(CAA) que irdo apresenta-lo as células T e B, fazendo com que estas tornem-se
ativadas, deixem as PP, e migrem, via vasos linfaticos e circulacéo periférica,
para a mucosa proximal e distal onde irdo emergir na LP (EARLE, et al., 1994),
e onde as células B irdo secretar IgA que sera transportada através do epitélio
até o lumem do intestino, protegendo a superficie mucosa de toxinas e de
outros agentes antigénicos (KRAEHENBUHL & NEUTRA, 1992), enquanto os
linfécitos CD4+ e CD8+ irdo se ativar quando entrarem em contato com um

antigeno apropriado. Os linfécitos CD4+ irdo auxiliar na diferenciacdo das
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células B presentes no plasma, e os linfécitos CD8+ irdo se deslocar ao longo
do epitélio e se juntar a populacédo de LIE presentes na membrana basal e
constituida, basicamente, de células T e linfécitos timo-independentes
(MOWATT & VINEY, 1997).

O tratamento com Lactobacillus spp. tem demonstrado possuir efeitos
imunoestimulantes sobre a mucosa intestinal (JIN et al., 1997; CHAI et al., 2001;
SIMON et al., 2001). Em humanos, a administracdo de L. johnsoni Lj1 aumentou
a fagocitose in vitro de Escherichia coli (SCHIFFRIN, 1999). Em ratos que
tiveram enterocolite induzida, a administragcdo de L. plantarum aumentou os
niveis intestinais de IgA e linfocitos CD4+ e CD8+ na lamina propria intestinal,
além de reduzir a resposta inflamatéria na mucosa (MAO et al., 1996).

Em aves, a presenca de Lactobacillus spp. no intestino estimula a sintese
de IgA pelo sistema imune através da liberacdo de peptideos de cadeias curtas,
aumentando, assim, a resisténcia a doencas (PULVERER, et al., 1990). Além
disso, os Lactobacillus sdo capazes de modificarem suas propriedades
imunoregulatérias (POUWELS, et al., 1996), alterando o perfil da inducao de
citocinas, com consequente influéncia sobre o resultado da resposta imune
(MAASSEN, et al., 1998).

Dentro das caracteristicas simbidticas e imunoregulatérias, o0s
Lactobacillus desempenham um papel de vetores de antigenos, principalmente
pela via oral, funcionando como suplemento imunogénico e, dessa forma,
estimulando resposta imune intestinal que nao representa ameaca ao
hospedeiro, quando comparado com outro vetor biolégico como, por exemplo,
as salmonellas (GERRITSE, et al., 1990; POUWELS, et al., 1996). Dessa forma,
a presenca de Lactobacillus é fundamental para regular a composi¢cdo da
microbiota intestinal, desenvolver a imunidade do intestino e, também, promover
a saude das aves (MUIR, et al., 2000).

Os probioticos também estéo relacionados a efeitos benéficos na terapia
contra tumores, exercendo efeitos antimutagénicos e modulando a resposta
imune, incluindo as células T, provavelmente devido a acdo de citocinas sobre
células CD4+ (ARISTILA et al., 1994; PELTO et al., 1998; SCHIFFRIN et al.,
1997).

O sistema imune celular € fundamental na protecdo contra infeccoes

intestinais. Aves desafiadas com Eimeria maxima, um protozodrio muito
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agressivo a mucosa intestinal, apresentaram aumento na populacdo de
linfécitos T CD4+ e CD8+ no epitélio e na lamina propria intestinal (BESSAY et
al., 1996). Segundo Choi et al. (1999), a analise imunoistolégica do tecido
intestinal de ave infectada com Eimeria acervulina demonstrou grande
quantidade de LIE no local, sugerindo que tais células estdo envolvidas no
processo de resisténcia a essa doenca, e que a imunidade celular é a principal
resposta do hospedeiro frente a um desafio por Eimeria.

De acordo com Bernt & Methner (2000), o desafio com S. Enteritidis
induziu aumento no nimero de linfécitos T CD4+, CD8+, TcR2+ e TcR1+ na

lamina prépria cecal de aves, quatro dias apés a inoculacéo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Verificar se a utilizacdo de bactérias probidticas estimulam o sistema
imune celular no intestino de aves jovens desafiadas ou ndo com Salmonella
Enteritidis.

3.2. Especifico

Quantificar a resposta imune em diferentes periodos de vida, por meio
da deteccao de células T no duodeno, jejuno e ceco das aves, identificando-as
em CD4+ e CD8+.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local
Os experimentos foram realizados no Laboratério de Ornitopatologia do
Departamento de Clinica Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Estadual Paulista - UNESP - Campus de Botucatu.
As reagbes de imunoistoquimica foram feitas no Laboratério de
Imunoistoquimica do Servico de Patologia Veterinaria da FMVZ - UNESP.

4.2. Aves utilizadas

Foram utilizados 320 pintos de corte de um dia de idade de linhagem
comercial e ndo sexados. As aves foram alojadas em gaiolas de metal,
mantidas sob aquecimento por 12 dias, recebendo agua e racdo comercial ad
libitum, sem adicdo de antibiéticos. Foram utilizadas apenas aves livres de
Salmonella, comprovadas por meio de amostragem submetida a testes de
isolamento e identificacdo de Salmonella, utilizando-se metodologia descrita
por Williams (1984); Ewing (1986); Nagajara et al. (1991).

4.3. Delineamento experimental

As 320 aves utilizadas foram divididas em quatro grupos contendo 80
pintos cada e submetidas aos tratamentos com L. reuteri, L. salivarius, L.
acidophillus e MC. Cada grupo foi subdividido em quatro subgrupos com 20
aves cada e classificados em subgrupo que nao recebeu tratamento (controle
negativo), subgrupo tratado com L. spp ou MC, subgrupo tratado com L. spp ou
MC e desafiado com S. Enteritidis e subgrupo tratado com S. Enteritidis
(controle positivo).

Nos periodos de dois, quatro, oito e 12 dias de vida, cinco aves de cada
subgrupo foram sacrificadas por deslocamento cervical, e fragmentos de
duodeno, jejuno e cecos foram removidos assepticamente e fixados em Bouin
a 10% por 24 horas.
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4.4. Preparo das culturas da microbiota cecal e Lactobacillus

A microbiota cecal foi obtida de trés matrizes pesadas de 35 semanas
de idade de linhagem comercial, sacrificadas por deslocamento cervical e
necropsiadas assepticamente para retirada dos cecos, que foram cultivados em
10mL de caldo tioglicolato em jarra anaerdbia contendo o sistema Anaerobac®,
por 24 horas a 40°C. Concomitantemente, este material também foi testado
para verificar a presenca de Salmonella spp. (WILLIAMS, 1984; EWING, 1986;
NAGAJARA et al.,, 1991). As amostras positivas para Salmonella spp. foram
descartadas. ApOs a incubacdo das placas, realizou-se a determinagcdo do
namero de unidades formadoras de colénia (UFC) das bactérias intestinais e,
para tanto, foram feitas diluicbes decimais seriadas em solucdo tampéo de
salina fosfatada (PBS) com pH 7,2. Destas diluicdes decimais, 0,1mL foi
inoculado em placas de Petri contendo &agar tioglicolato e cultivadas em
anaerobiose, por 24 horas a 40°C.

Inoculou-se 0,5mL da microbiota cecal diretamente no eséfago e inglavio
dos pintos de um dia de idade, utilizando-se pipeta graduada de 10mL.

Nos tratamentos com Lactobacillus utilizou-se as seguintes espécies: L.
acidophillus, L. reuteri ou L. salivarius, isoladas de ingluvio e cecos de matrizes
comerciais com 35 semanas de idade, identificadas bioguimicamente e
armazenadas em caldo nutriente contendo 10% de glicerol, e congelados em
nitrogénio liquido.

A identificacdo bioquimica foi realizada por meio do teste de
fermentacdo de carboidratos, no qual as amostras de Lactobacillus foram
semeadas em 3mL de caldo DeMan-Rugosa-Sharpe (MRS) isento de extrato
de carne e glicose, adicionados de 0,002% de purpura de bromocresol como
indicador e individualmente, 0,01% dos seguintes carboidratos: arabinose,
frutose, galactose, glicose, manitol, manose, maltose, sacarose, salicina e
sorbitol. Os tubos foram incubados a 37°C por 48 horas (DAVIS, 1955;
KANDLER & WEISS, 1986).

Cada criotubo contendo 1,5mL da cultura de Lactobacillus spp. foi
descongelado, ressuspenso em caldo MRS, e incubado em anaerobiose
durante 24 horas a 40°C antes da determinacédo das UFC do in6culo, que foi
feita por meio de diluicAo decimal seriada do caldo MRS em PBS e
plagueamento de 0,1mL destas diluicbes em placas de Petri contendo agar
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MRS, incubado em anaerobiose por 48 horas a 40°C. A administracdo das
culturas as aves foi realizada utilizando-se pipeta graduada de 10 mL, por meio
do deposito de 0,5mL diretamente no eséfago e inglavio das aves com um dia

de vida.

4.5. Preparo do in6culo de Salmonella Enteritidis

Para o desafio, foi utilizada cepa de S. Enteritidis mutante, resistente ao
acido nalidixico e a rifampicina, isolada de figado de aves comerciais. Esta
resisténcia foi desenvolvida através de cultivo sucessivo em &gar verde
brilhante (BGA), contendo 100pug/mL de &cido nalidixico e rifampicina
(WEINACK et al.,, 1982). O in6culo foi obtido através do cultivo em caldo
infusdo de cérebro coracdo (BHI) e incubado a 40°C por 12 horas. O inéculo
desafio foi quantificado através do numero de UFC por ave, como descrito
anteriormente. Para determinacdo do numero de UFC, estas diluicbes foram
plagueadas em BGA acrescido dos antibiéticos na quantidade de 100ug/mL.
Ap6s um periodo de incubacdo de 24 horas a 40°C foi feita a leitura com a
determinacao das UFC.

No terceiro dia de vida, cada ave recebeu 0,5mL da cultura desafio,
através de deposito direto no esdfago e inglavio com auxilio de pipeta
graduada. A Tabela 1 mostra a quantidade de microrganismos presentes nos

in6culos.

TABELA 1. Quantidade de bactérias administrada nos tratamentos fornecidos
as aves com as culturas de Lactobacillus spp. ou microbiota cecal e

desafiadas com S. Enteritidis.

Desafio com Tratamentos
S . Enteritidis L.reuteri L. salivarius L. acidophillus MC
1,0 x 10% 5,5 x 10
6,7 x 10° 2,8 x 10’
1,0 x 10° 7,8 x 10°
1,4 x 10° 7,0 x 10°

* Unidade formadora de col6nia (UFC)/ave
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4.6. Imunoistoquimica

As reacdes de imunoistoquimica foram feitas de acordo com protocolo
utiizado no Laboratério de Imunoistoquimica do Servico de Patologia
Veterinaria da FMVZ — UNESP - Campus de Botucatu, descrita por HSU et al.
(1981), para marcacao em cortes conservados em parafina.

Uma vez fixados em Bouin a 10% por 24 horas, os fragmentos
intestinais foram transferidos para uma solucdo de alcool 70%, incluidos em
parafina, cortados na espessura de 3um e colocados em laminas histolégicas
previamente tratadas com organosilano (A3648 - Sigma Chemical CO.). Apos
esses procedimentos, as laminas foram submetidas as reacbOes de
imunoistoquimica com anticorpos especificos para a marcacdo de linfécitos
CD3+, CD4+ e CD8+ (Tabela 2).

TABELA 2. Anticorpos utilizados para marcacéo de linfocitos CD3+, CD4+ e

CD8+.
Marcador/Anticorpo Célula
CD3 (Polyclonal Rabbit Anti-humam CD3, Pan T
Dakocytomation BGA 0452).
CD4 (Mouse Anti-Chicken CDA4, Linfécito T auxiliador
UNLB, Southern Biotechnology Associates, Inc.).
CD8 (Clone: C8/144B - Dakocytomation CDS8, Linfdcito T citotoxico

T-cell BGM 7103).

As laminas contendo os cortes com 0s segmentos intestinais das aves
foram depositadas em cubas, com capacidade para alojar 19 laminas cada
uma, e submetidas a desparafinizacdo com xilol a 60°C (em estufa) por 30
minutos, e xilol a temperatura ambiente por mais 20 minutos. Apés, as laminas
passaram pelo procedimento de hidratacdo dos cortes por meio da passagem
dessas em alcool 95%, sendo trés incubagBes com &lcool absoluto por cinco
minutos cada uma, incubacao em alcool 95% e 85% também por cinco minutos
cada, incubacao em hidroxido de amonia a 10% por 10 minutos e, finalmente,
dez lavagens com &gua destilada. Em seguida, as laminas foram transferidas
para cubas horizontais para serem submetidas a recuperacdo antigénica pelo
calor com a utlizagdo de banho maria a 96°C com solucdo de EDTA (acido

etilenodiaminotetra acético sal dissédico), 10mM, pH 8,0, durante 30 minutos.
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Ao término dessa etapa, as laminas foram lavadas dez vezes com &gua
destilada e incubadas duas vezes, durante cinco minutos cada, com solucao
tampao Tris *, pH 7,5.

Apoés a recuperacdo antigénica, as laminas foram incubadas com BSA
(albumina sérica bovina) a 5% durante 60 minutos para a diminuicdo das
marcacdes inespecificas. Em seguida, a solucdo de BSA foi aspirada e, na
superficie dos cortes, foi depositado 50ul da solucdo do anticorpo primario
(CD3: 1:100; CD4: 1:25; CD8: 1:100) diluido com a solucado de BSA a 5%, e
incubadas por 18 horas a 4°C. Apds a incubacio, as laminas foram lavadas
dez vezes com agua destilada antes de serem submetidas a etapa de
incubacdo para bloqueio da peroxidase enddgena, com agua oxigenada 10
volumes. Essa incubagéo foi feita duas vezes durante 15 minutos cada uma.
No final, as laminas foram novamente lavadas dez vezes com agua destilada e,
mais uma vez, submetidas ao banho com Tris-solucdo tampdo, por cinco
minutos, antes de serem incubadas com anticorpo biotinilado e solucao
avidina-biotina-peroxidase do kit LSAB? por 30 minutos cada reacdo, em
camara Umida, a temperatura ambiente para as laminas previamente
incubadas com os anticorpos primarios marcadores de linfocitos CD3+ e CD8+.
Para as laminas previamente submetidas a incubacé&o com anticorpo primario
marcador de linfocitos CD4+, foi utilizada a incubacdo com os reagentes do kit
CSA?, por 15 minutos cada reacéo, seguindo as instrucdes do fabricante. Tanto
apos a utilizacao do kit LSAB, como apds o uso do kit CSA, as laminas foram,
novamente, submetidas ao banho com Tris-solu¢cdo tampéo por duas vezes
durante cinco minutos cada.

Ao término dessas etapas as laminas foram submetidas a revelagéo
com substrato cromogénico, para visualizacdo da reagdo, por meio da
utilizacado do DAB (3,3’ diaminobenzidina) na concentracdo de 1mg/mL, durante
cinco minutos, para as laminas tratadas com o Kit LSAB e, durante 30
segundos, para as tratadas com o Kit CSA. Em seguida, foram submetidas a
contracoloracdo com Hematoxilina de Mayer por 45 segundos, lavadas em

agua corrente por dez minutos, passadas em alcool 85% e 95%, incubadas em

1 D5637 - Sigma Chemical CO.
? K0690-DAKO®
¥ DAKO® Catalyzed Signal Amplification, especifico para anticorpos anti-mouse
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alcool absoluto por trés vezes durante cinco minutos cada, incubadas duas
vezes em xilol também durante cinco minutos e, finalmente, montadas
utilizando-se resina sintética (Permount) e laminulas.

Apoés as reacgbes de imunoistoquimica foram realizadas as contagens
das células marcadas em microscopio otico (JENAMED 2 — Carlzeiss Jena)
utilizando-se a objetiva de 40x. Os linfocitos CD3+, CD4+ e CD8+ foram
contados em dez campos aleatdrios em cada um dos cortes de cada segmento

(duodeno, jejuno e ceco) presentes nas laminas histoldgicas.

4.7. Analise estatistica

Foi utilizada a analise de variancia de um delineamento inteiramente ao
acaso (ZAR, 1996), com os tratamentos no esquema fatorial formados pelas
combinacdes dos niveis dos seguintes fatores:

Fator 1 - Tratamentos nos niveis: microbiota cecal, L. acidophillus, L
reuteri e L. salivarius.

Fator 2 - Desafio nos niveis: aves tratadas e desafiadas, aves tratadas,
aves desafiadas (controle positivo) e aves ndo tratadas e ndo desafiadas
(controle negativo).

Fator 3 - Momentos nos niveis: dois, quatro, oito e 12 dias de idade das
aves.

Foram utilizadas cinco repeti¢cées para cada tratamento, os quais foram
comparados com relacdo as variaveis: contagem de linfocitos CD3+, CD4+ e

CD8+, ao nivel de 5% de significancia.
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5. RESULTADOS

As médias dos nimeros de linfécitos CD3+, CD4+ e CD8+, obtidas em

dez campos aleatdrios, no duodeno, jejuno e cecos de cinco aves tratadas com

L. reuteri, L. salivarius, L. acidophillus e microbiota cecal, desafiadas ou nao

com S. Enteritidis, estdo expressas nas Tabelas 3, 4, 5 e 6.

TABELA 3. Média do numero de linfécitos CD3+, CD4+ e CD8+ no duodeno,
jejuno e cecos de aves tratadas com L. reuteri e desafiadas ou néo

com S. Enteritidis, nas diferentes idades.

Idade CD3+ CD4+ CD8+
Tratamento (dias) Duod. Jejuno Ceco Duod. Jejuno Ceco Duod. Jejuno Ceco
2 13.8* 11,0 94 76 90 6.2 19,6 18,8 7,7
L. reuteri 4 140 134 139 79 81 72 14,9 13,5 10,8
8 152 84 144 66 64 4,0 17,0 155 134
12 136 17,1 124 62 65 25 22,7 23,2 20,2
2 148 150 111 99 74 6,6 275 28,8 195
S. Enteritidis 4 156 11,8 104 69 66 72 274 256 231
8 124 69 75 72 37 43 27,3 234 21,2
12 18,2 132 104 6,7 58 50 19,1 17,2 174
L.reuteri 2 94 123 114 94 90 6,8 22,3 19,7 14,0
+ 4 16,2 195 18,7 6,7 62 52 16,1 18,9 155
S. Enteritidis 8 18,0 18,7 14,6 46 64 49 23,1 22,7 17,2
12 20,5 19,1 18,0 49 57 4,0 240 21,5 18,6
2 21 17 338 37 32 34 111 94 8,1
Controle negativo 4 3,7 37 38 30 34 28 59 8,7 63
8 49 54 28 20 24 22 82 69 52
12 77 98 43 45 36 23 10,0 8,8 10,7

* Média obtida de cinco aves da quantidade de linfocitos em dez campos por segmento intestinal.
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TABELA 4. Média do numero de linfécitos CD3+, CD4+ e CD8+ no duodeno,
jejuno e cecos de aves tratadas com L. salivarius e desafiadas ou néo

com S. Enteritidis, nas diferentes idades.

Idade CD3+ CD4+ CD8+
Tratamento (dias) Duod. Jejuno Ceco Duod. Jejuno Ceco Duod. Jejuno Ceco
2 23.8* 17,6 14,5 74 59 54 20,9 100 7.0
L. salivarius 4 19,1 13,4 10,8 70 57 50 20,0 16,2 20,9

8 18,7 22,3 164 45 51 46 24,2 215 25,8
12 18,0 153 134 92 58 6,0 16,0 12,9 18,0

2 14,8 150 111 99 74 6,6 275 288 195

S. Enteritidis 4 156 11,8 104 69 66 7,2 27,4 256 23,1
8 124 69 75 72 37 43 27,3 234 21,2

12 18,2 13,2 104 6,7 58 50 19,1 172 17,4

L. salivarius 2 20,9 17,7 12,7 48 26 1,7 14,4 147 14,7

+ 4 19,5 22,1 12,2 29 37 26 16,3 9,8 158

S. Enteritidis 8 156 14,0 131 27 34 16 19,9 16,6 17,2
12 235 256 113 49 57 40 156 135 16,4

2 21 1,7 38 37 32 34 11,1 94 81

Controle negativo 4 3,7 37 38 30 34 28 59 8,7 63

8 49 54 28 20 24 22 82 69 52
12 77 98 43 45 36 23 10,0 8,8 10,7

* Média obtida de cinco aves da quantidade de linfécitos em dez campos por segmento intestinal.
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TABELA 5. Média do numero de linfécitos CD3+, CD4+ e CD8+ no duodeno,
jejuno e cecos de aves tratadas com L. acidophillus e desafiadas ou

nao com S. Enteritidis, nas diferentes idades.

Idade CD3+ CD4+ CD8+
Tratamento (dias) Duod. Jejuno Ceco Duod. Jejuno Ceco Duod. Jejuno Ceco
2 12.8* 125 124 74 59 54 19,2 16,3 9,8
L. acidophilus 4 26,2 24,2 22,6 70 57 50 18,3 20,0 15,6
8 43,3 44,1 334 45 51 46 21,4 185 14,9
12 53,8 59,6 34,5 92 58 6,0 24,3 20,8 11,6
2 14,8 150 11,1 99 74 6,6 275 28,8 195
S. Enteritidis 4 15,6 11,8 104 69 66 72 27,4 25,6 23,1
8 124 69 75 72 37 43 27,3 23,4 21,2
12 18,2 13,2 104 6,7 58 50 19,1 17,2 17,4
L. acidophilus 2 27,9 27,9 19,8 48 26 1,7 151 9,7 7.8
+ 4 28,7 24,1 215 29 37 26 13,9 13,1 15,3
S. Enteritidis 8 39,7 325 255 27 34 16 15,2 15,2 17,4
12 50,7 41,2 24,6 49 57 40 15,6 15,6 14,0
2 21 17 38 37 32 34 111 94 8,1
Controle negativo 4 37 37 38 30 34 28 59 87 63
8 49 54 28 20 24 2.2 82 69 52
12 77 98 473 45 36 23 10,0 8,8 10,7

* Média obtida de cinco aves da quantidade de linfocitos em dez campos por segmento intestinal.
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TABELA 6. Média do numero de linfécitos CD3+, CD4+ e CD8+ no duodeno,
jejuno e cecos de aves tratadas com microbiota cecal e desafiadas ou

nao com S. Enteritidis, nas diferentes idades.

Idade CD3+ CD4+ CD8+

Tratamento (dias) Duod. Jejuno Ceco Duod. Jejuno Ceco Duod. Jejuno Ceco

2 19.2* 17,3 16,0 76 90 62 24,8 23,1 173
Microbiota cecal 4 241 21,7 17,7 79 81 7.2 18,8 20,8 19,9
8 356 314 225 66 64 40 21,4 26,4 18,7
12 532 412 275 62 65 25 142 14,3 133

2 14,8 150 11,1 99 74 66 27,5 28,8 19,5

S. Enteritidis 4 156 11,8 104 69 66 7.2 27,4 256 231
8 124 69 75 72 3,7 43 27,3 23,4 21,2

12 18,2 13,2 104 6,7 58 50 19,1 17,2 17,4

Microbiota cecal 2 232 21,1 129 94 90 6,8 27,0 232 191
+ 4 38,8 27,4 18,8 6,7 62 52 25,3 27,0 18,0

S. Enteritidis 8 38,4 40,7 23,0 46 6,4 49 30,7 26,2 25,0
12 46,1 39,5 24,6 49 57 40 27,0 26,6 229

2 21 17 38 37 32 34 11,1 94 8.1

Controle negativo 4 3,7 3,7 38 30 34 28 59 8,7 6,3
8 49 54 28 20 24 22 82 69 52

12 77 98 43 45 36 23 10,0 8,8 10,7

* Média obtida de cinco aves da quantidade de linfocitos em dez campos por segmento intestinal.

A imunomarcacdo positiva para linfocitos CD3+ esta ilustrada nas
Figuras 1 e 2, sendo que na primeira esta ocorre na membrana basal do
duodeno de ave com 12 dias de idade e tratadas com microbiota cecal (MC),
enguanto na segunda ocorre no jejuno de ave com oito dias de idade e tratada
com L. salivarius. As Figuras 3 e 4 mostram a imunomarcacao positiva para
linfécitos CD4+, sendo que na primeira esta ocorre no ceco de ave com dois
dias de idade e tratada com L. reuteri, enquanto na segunda ocorre no
duodeno de ave com quatro dias de idade e tratada com L. acidophilus. A
imunomarcacao positiva para linfécitos CD8+ esta ilustrada nas Figuras 5 e 6.
A Figura 5 retrata a marcacao no duodeno de ave com oito dias de idade e
tratada com L. salivarius, enquanto a Figura 6 ilustra o jejuno de ave com

quatro dias de idade, tratada com L. acidophillus e desafiada com S. Enteritidis.
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FIGURA 1. Imunomarcacédo de linfécitos CD3+ (seta) na membrana basal do
duodeno de ave com 12 dias de idade e tratada com microbiota cecal
(kit LSAB, DAB por cinco minutos, hematoxilina de Mayer, 40x).
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FIGURA 2. Imunomarcacédo de linfécitos CD3+ (seta) na membrana basal do
jejuno de ave com oito dias de idade e tratada com L. salivarius (kit

LSAB, DAB por cinco minutos, hematoxilina de Mayer, 40x).
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FIGURA 3. Imunomarcacédo de linfécitos CD4+ (seta) na membrana basal do
ceco de ave com dois dias de idade e tratada com L. reuteri (kit CSA,
DAB por 30 segundos, hematoxilina de Mayer, 40x).
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FIGURA 4. Imunomarcacédo de linfécitos CD4+ (seta) na membrana basal do
duodeno de ave com quatro dias de idade e tratada com L.
acidophillus (kit CSA, DAB por 30 segundos, hematoxilina de Mayer,
40x).
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FIGURA 5. Imunomarcacédo de linfécitos CD8+ (seta) na membrana basal do
duodeno de ave com oito dias de idade e tratada com L. salivarius (kit
LSAB, DAB por cinco minutos, hematoxilina de Mayer, 40x).
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FIGURA 6. Imunomarcacédo de linfécitos CD8+ (seta) na membrana basal do
jejuno de ave com quatro dias de idade, tratada com L. acidophillus e
desafiada com S. Enteritidis (kit LSAB, DAB por cinco minutos,

hematoxilina de Mayer, 40x).
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As médias da quantidade de linfocitos CD3+ no intestino de aves,
obtidas apds tratamentos com Lactobacillus spp. ou microbita cecal, e
desafiadas ou ndo com S. Enteritidis relacionadas com diferentes idades das

aves, estdo demonstradas na Tabela 7.

TABELA 7. Média do numero de linfécitos CD3+ no intestino de aves tratadas
com Lactobacillus spp. ou microbiota cecal e desafiadas com S.

Enteritidis em relagéo a idade (C.V.= 30,1%).

Idade (dias)
Tratamento 2 4 8 12
Controle negativo 3,1 Aa 3,7 Aa 4,6 Aa 8,1 Ba
Controle positivo (S. Enteritidis) 14,6 Abc 13,5 Ab 11,0 Bb 14,7 Ab
L. reuteri 12,2 Ab 13,8 Ab 14,8 Ac 14,4 Ab
L. salivarius 21,5 Aef 18,1 Ac 22,4 Bd 15,6 Cb
L. acidophillus 12,6 Ab 24,3 Bd 42,8 Cg 49,3 Dg
Microbiota cecal 17,5 Adg 22,5Bd 29,8 Ce 46,2 Dg
L. reuteri + S. Enteritidis 15,0 Ac 18,1 ABc 21,4Bd 19,2 Bc
L. salivarius+ S. Enteritidis 18,2 Ad 19,1 ACc 14,2 Bc 22,5Cd
L. acidophillus+ S. Enteritidis 25,2 Ac 24,8 Ad 32,6 Bef 41,0 Cf
Micrbiota cecal+ S. Enteritidis 19,1 Ade 28,3 Bf 34,1 Cf 36,7 Ce

Letras mailsculas comparam médias de idade para cada tratamento (linhas).
Letras mindsculas comparam médias de tratamento para cada idade (colunas).
Médias seguidas de pelo menos uma letra igual néo diferem significativamente (p>0,05).

Observa-se na Tabela 7 que nos quatro momentos analisados para
todos os tratamentos, houve diferenca (p<0,05) entre o grupo controle negativo
e 0s grupos tratados com L. reuteri, L salivarius, L acidophillus ou microbiota
cecal, e desafiado ou ndo com S. Enteritidis, pois, quando as aves nao sao
estimuladas por Lactobacillus spp. ou S. Enteritidis, ndo produzem resposta
imune celular no intestino, comprovando-se que culturas de L. reuteri, L.
salivarius, L. acidophillus, microbiota cecal e S. Enteritidis, determinam
resposta imune por parte do hospedeiro na forma de infiltrado leucocitério por
linfécitos CD3+ na mucosa e lamina propria intestinal de aves jovens.

N&do houve diferenca significativa entre os tratamentos com S.
Enteritidis, L. reuteri, L. acidophilus e L. reuteri e L. acidophilus, desafiados com
S. Enteritidis em aves com dois dias, e entre os tratamentos com S. Enteritidis
e L. reuteri em aves com quatro e 12 dias de idade, evidenciando-se assim que

a resposta imune na forma de infiltrado leucocitario por linfécitos CD3+ pode
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ser estimulada tanto por bactérias probioticas (Lactobacillus spp.) como por
bactérias patogénicas (S. Enteritidis).

Os grupos tratados com L. acidophillus ou microbiota cecal
apresentaram diferenca significativa entre as diferentes idades das aves, com
médias crescentes da quantidade de linfécitos CD3+, concomitantemente com
0 desenvolvimento das aves. As médias observadas nestes mesmos
tratamentos foram maiores que as médias da quantidade de linfécitos no
tratamento com S. Enteritidis. Além disso, outro resultado observado foi o fato
do tratamento controle negativo somente apresentar diferenga significativa
entre os trés primeiros momentos (dois, quatro e oito dias) e o ultimo dia de
idade das aves (12dias), indicando que o intestino das aves, mesmo sem 0S
tratamento realizados, apresenta média do numero de linfécitos CD3+
crescente com 0 aumento da idade das aves.

A Tabela 8 apresenta os resultados das médias de linfocitos CD3+
obtidos a partir do tratamento com Lactobacillus spp, microbiota cecal e

desafios com S. Enteritidis, em relac&o aos diferentes segmentos analisados.
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TABELA 8. Média do numero de linfécitos CD3+ obtidas a partir dos
tratamentos com Lactobacillus spp. ou microbiota cecal e desafiadas
com S. Enteritidis, em relagcdo aos segmentos intestinais
(C.V.=30.1%).

Segmentos

Tratamento Duodeno Jejuno Ceco
Controle negativo 4,7 Aa 5,3 Aa 4,7 Aa
Controle positivo (S. Enteritidis) 15,3 Ab 12,8 Bb 12,3 Bb
L. reuteri 14,2 Ab 14,0 Ab 13,2 Ab
L. salivarius 19,9 Ac 19,1 Ac 19,2 Ad
L. acidophillus 34,0 Ad 35,1 Ae 27,7 Bf
Microbiota cecal 33,0 Ad 27,9 Bd 26,1 Bf
L. reuteri + S. Enteritidis 18,5 Ac 19,3 Ac 17,5 Acd
L. salivarius+ S. Enteritidis 19,9 Ac 19,8 Ac 15,8 Bc
L. acidophillus+ S. Enteritidis 36,8 Ae 31,4 Be 24,5 Ce
Micrbiota cecal+ S. Enteritidis 36,6 Ae 32,2 Be 19,8 Cd

Letras mailsculas comparam médias de idade para cada tratamento (linhas).
Letras mindsculas comparam médias de tratamento para cada idade (colunas).
Médias seguidas de pelo menos uma letra igual ndo diferem significativamente (p>0,05).

Na Tabela 8 observa-se que houve diferenca (p<0,05) entre o controle
negativo e os tratamentos realizados, indicando, mais uma vez, que a presenca
de bactérias, sejam sapréfitas ou patogénicas, determina resposta imune na
forma de infiltrado leucocitario por linfécitos CD3+ na mucosa e lamina prépria
do duodeno, jejuno e ceco de aves jovens.

Analisando-se cada um dos tratamentos nos diferentes segmentos,
observa-se que nao houve diferenca (p>0,05) entre o controle negativo,
tratamentos com L. reuteri, L. salivarius e L. reuteri desafiado com S.
Enteritidis, nos trés segmentos intestinais analisados. Além disso, € possivel
observar também que nos grupos tratados com L. acidophillus ou microbiota
cecal, ambos desafiados com S. Enteritidis, houve diferenga significativa entre
a quantidade de linfécitos presentes nos trés segmentos estudados, e a maior
média no duodeno, seguido, respectivamente, pela quantidade de linfocitos no

jejuno e ceco.



José Charl Noujaim Resultados 35

A Tabela 9 ilustra as médias da quantidade de linfécitos CD4+ obtidas
no intestino a partir dos tratamentos com Lactobacillus spp. ou microbiota
cecal, e desafiadas com S. Enteritidis, em relacdo as diferentes idades das

aves.

TABELA 9. Média do numero de linfocitos CD4+ no intestino de aves tratadas
com Lactobacillus spp. ou microbiota cecal e desafiadas com S.
Enteritidis, em relagéo a idade (C.V.= 29,2%).

Idade (dias)
Tratamento 2 4 8 12
Controle negativo 3,4 ACa 3,1 Aa 2,4 Ba 3,9 Ca
Controle positivo (S. Enteritidis) 8,0 Ac 6,9 Ab 6,2 Bb 6,6 Bb
L. reuteri 8,1 Ac 7,8 Ac 6,4 Bb 6,8 Ab
L. salivarius 6,7 ABb 7,4 Ac 6,0 Bb 7,0 BAb
L. acidophillus 6,7 Ab 7,4 Ac 5,9 Ab 6,9 Ab
Microbiota cecal 8,1 Ac 7,8 ACc 6,4 Bb 6,8 CDb
L. reuteri + S. Enteritidis 8,9 Ac 6,5 Bb 6,1 Bb 6,1 Bb
L. salivarius+ S. Enteritidis 3,6 Aa 3,3 Aa 3,4 Aa 6,1 Bb
L. acidophillus+ S. Enteritidis 3,6 Aa 3,3 Aa 3,4 Aa 3,1 Ba
Micrbiota cecal+ S. Enteritidis 8,9 Ac 6,5 Bb 6,1 Bb 6,1 Bb

Letras mailsculas comparam médias de idade para cada tratamento (linhas).
Letras mindsculas comparam médias de tratamento para cada idade (colunas).
Médias seguidas de pelo menos uma letra igual ndo diferem significativamente (p>0,05).

Na Tabela 9 observa-se que nos trés primeiros momentos (dois, quatro
e oito dias de idade) ndo foram observadas diferencas (p>0,05) entre o controle
negativo e o tratamento com L salivarius e desafio com S. Enteritidis. Assim,
nao € possivel afirmar que estes tratamentos promoveram resposta imune pelo
hospedeiro na forma de infiltrado leucocitario por linfécitos CD4+ no epitélio e
lamina propria intestinal das aves. Pode-se observar também que as médias de
linfécitos CD4+ obtidas com o controle negativo e os tratamentos com L.
salivarius e L. acidphillus, desafiados com S. Enteritidis, foram menores que as
obtidas nos demais tratamentos.

No entanto, aos 12 dias de idade houve diferenca (p<0,05) na
quantidade de linfocitos CD4+ entre o controle negativo e 0os grupos tratados
com L. reuteri, L salivarius, L. acidophillus ou microbiota cecal, e desafiadas

com S. Enteritidis.
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Nao houve diferenca (p>0,05) entre as médias de células T CD4+ em
cada um dos tratamentos com o aumento da idade das aves. Assim, pode-se
afirmar que para diferentes idades analisadas em um mesmo tratamento, nao
h& estimulo da resposta imune intestinal de aves jovens na forma de infiltrado
leucocitario por linfécitos CD4+ na mucosa e lamina prépria do intestino do
hospedeiro.

As médias da quantidade de linfécitos CD4+ no intestino de aves obtidas
a partir dos tratamentos com Lactobacillus spp. ou microbita cecal, e
desafiadas com S. Enteritidis, em relag&o aos diferentes segmentos intestinais
das aves estdo demonstradas na Tabela 10. Houve diferenca (p<0,05) entre as
médias da quantidade de linfécitos CD4+ do controle negativo e dos
tratamentos com Lactobacillus spp ou microbiota cecal, e desafiadas com S.
Enteritidis, no duodeno e jejuno das aves.
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TABELA 10. Média do numero de linfocitos CD4+ obtidas a partir dos
tratamentos com Lactobacillus spp. ou microbiota cecal e desafiadas
com S. Enteritidis, em relagcdo aos segmentos intestinais
(C.V.=29.2%).

Segmentos
Tratamento Duodeno Jejuno Ceco
Controle negativo 3,5 Aa 3,1 Aa 3,0 Aa
Controle positivo (S. Enteritidis) 7,7 Ac 6,8 Bbe 6,3 Bbc
L. reuteri 7,4 ABc 7,9 Af 6,5 Bc
L. salivarius 7,9 Ac 6,6 Bcd 5,8 Bb
L. acidophillus 7,8 Ac 6,1 Bc 5,8 Bb
Microbiota cecal 7,4 ABc 7,9 Af 6,5 Bc
L. reuteri + S. Enteritidis 7,0 Ac 7,1 Ae 6,5 Ac
L. salivarius+ S. Enteritidis 4,5 Ab 4,6 Ab 3,3 Ba
L. acidophillus+ S. Enteritidis 4,5 Ab 4,6 Ab 3,3 Ba
Micrbiota cecal+ S. Enteritidis 7,0 Ac 7,1 Ae 6,5 Ac

Letras mailsculas comparam médias de idade para cada tratamento (linhas).
Letras mindsculas comparam médias de tratamento para cada idade (colunas).
Médias seguidas de pelo menos uma letra igual ndo diferem significativamente (p>0,05).

Constata-se que além da diferenca (p<0,05) entre as meédias da
guantidade de linfécitos CD4+, seus valores sdo maiores nos grupos tratados
quando comparados com o controle negativo. Assim, pode-se afirmar
novamente que a presenca de bactérias no lumem intestinal determina
resposta imune no duodeno e jejuno de aves jovens, na forma de infiltrado
leucocitario por linfocitos CD4+. Ja em relacdo ao ceco, ndo houve diferenca
(p>0,05) entre o controle negativo e os tratamentos com L. salivarius e L.
acidophillus, e desafiados com S. Enteritidis.

Analisando-se cada tratamento em relacdo aos diferentes segmentos,
observa-se que nédo houve diferenca (p>0,05) entre o controle negativo e o
tratamento com microbiota cecal desafiado com S. Enteritidis.

As médias da quantidade de linfocitos CD8+ obtidas no intestino a partir
dos tratamentos com Lactobacillus spp. ou microbiota cecal, e desafiados com
S. Enteritidis, em relacdo as diferentes idades das aves, estdo demonstradas

na Tabela 11.
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TABELA 11. Média do numero de linfocitos CD8+ no intestino de aves tratadas
com Lactobacillus spp. ou microbiota cecal e desafiadas com S.
Enteritidis, em relagédo a idade (C.V.=26,7%).

Idade (dias)
Tratamento 2 4 8 12
Controle negativo 9,5 Aa 7,0 Ba 6,8 Ba 10,6 Aa
Controle positivo (S. Enteritidis) 25,2 Ag 25,4 Ac 24,0 Af 18,0 Bcd
L. reuteri 17,1 Ade 13,9 Ab 15,3 Ab 22,0 Be
L. salivarius 16,8 ACd 20,4 Ad 23,8 Bf 15,6 Cb
L. acidophillus 15,8 Acd 18,0 ABc 19,3 Bed 19,0 ABd
Microbiota cecal 21,7 Af 19,8 ABd 22,1 Ae 17,4 Bc
L. reuteri + S. Enteritidis 18,7 ABe 16,9 Ac 21,0 Bde 21,4 Be
L. salivarius+ S. Enteritidis 14,6 Abc 14,9 ABb 17,9 Bc 16,2 Abc
L. acidophillus+ S. Enteritidis 12,4 Ab 14,1 ABc 15,9 Bb 15,1 ABb
Micrbiota cecal+ S. Enteritidis 23,1 Afg 24,9 ABc 27,3 BCf 25,56 ACf

Letras mailsculas comparam médias de idade para cada tratamento (linhas).
Letras mindsculas comparam médias de tratamento para cada idade (colunas).
Médias seguidas de pelo menos uma letra igual néo diferem significativamente (p>0,05).

Analisando-se a quantidade de linfocitos CD8+, observa-se que houve
diferenca (p<0,05) entre o controle negativo e todos os demais grupos,
independente do tratamento e/ou desafio. Assim, é possivel afirmar que
culturas de L. reuteri, L. salivarius, L. acidophillus, microbiota cecal e S.
Enteritidis, determinam resposta imune por parte das aves na forma de
infiltrado leucocitario (linfécitos CD8+) no epitélio e na lamina propria intestinal
de aves jovens.

Ainda em relacdo a Tabela 11, observa-se que ndo houve diferenca
(p>0,05) entre as médias das quantidades de linfocitos CD8+ obtidas para o
grupo controle negativo entre as idades de dois e 12 dias, indicando que até 12
dias de idade ndo ha determinagédo de resposta imune na forma de infiltrado
leucocitario por linfocitos CD8+, quando as aves ndo sado tratadas e/ou
desafiadas.

Na Tabela 12, as médias da quantidade de linfécitos CD8+ no duodeno,
jejuno e ceco de aves tratadas com Lactobacillus spp. ou microbiota cecal, e
desafiados com S. Enteritidis, demonstraram que houve diferenca (p<0,05)

entre o controle negativo e os tratamentos realizados, sendo que novamente a
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quantidade de linfocitos foi maior nos grupos tratados quando comparada com
0 controle negativo.

Comparando-se as médias das células nos diferentes segmentos
intestinais de um mesmo tratamento, observa-se que n&o houve diferenca
(p<0,05) entre o controle negativo e os tratamentos com L. salivarius e L.

acidophillus, desafiados com S. Enteritidis.

TABELA 12. Média do numero de linfécitos CD8+ obtidas a partir dos
tratamentos com Lactobacillus spp. ou microbiota cecal e desafiadas
com S. Enteritidis, em relacdo aos segmentos intestinais
(C.V.=26.7%).

Segmentos

Tratamento Duodeno Jejuno Ceco
Controle negativo 8,8 Aa 8,4 Aa 8,2 Aa
Controle positivo (S. Enteritidis) 25,3 Af 23,7 Bf 20,3 Cd
L. reuteri 18,5 Acd 17,7 ABc 14,9 Bbc
L. salivarius 20,3 Ade 17,7 Ac 19,5 Ad
L. acidophillus 20,6 Ade 18,9 Acd 14,3 Bb
Microbiota cecal 20,6 ABde 22,0 Ae 18,1 Bd
L. reuteri + S. Enteritidis 21,4 Ae 20,7 Ade 16,3 Bc
L. salivarius+ S. Enteritidis 16,6 Abc 15,1 Ab 16,0 Ac
L. acidophillus+ S. Enteritidis 14,9 Ab 14,1 Ab 14,1 Ab
Micrbiota cecal+ S. Enteritidis 27,5 Af 25,8 Af 22,4 Be

Letras mailsculas comparam médias de idade para cada tratamento (linhas).
Letras mindsculas comparam médias de tratamento para cada idade (colunas).
Médias seguidas de pelo menos uma letra igual ndo diferem significativamente (p>0,05).

A Tabela 13 e a Figura 7 apresentam as médias das quantidades de
linfécitos CD3+ em relacdo a idade das aves e segmento intestinal.
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TABELA 13. Média do numero de linfécitos CD3+ em relacéo a idade das aves

e segmento intestinal (C.V.=30.1%).

Idade (dias)
Segmento 2 4 8 12
Duodeno 17,3 Aa 20,8 Ba 24,8 Ca 30,3 Da
Jejuno 16,3 Aa 18,5 Bb 24,0 Ca 27,9 Db
Ceco 14,1 Ab 16,5 Bb 19,5 Cb 22,0 Dc

Letras mailsculas comparam médias de idade para cada tratamento (linhas).
Letras minasculas comparam médias de tratamento para cada idade (colunas).

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

FIGURA 7. Média do numero de linfocitos CD3+ em relacdo a idade das aves e

segmento intestinal (C.V.=30.1%).
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A Tabela 13 compara a quantidade de linfécitos CD3+ em cada
segmento intestinal com as diferentes idades das aves. Observa-se que aos
dois e oito dias, as médias apresentadas no duodeno e jejuno nao
apresentaram diferenca (p>0,05), o que diferiu, porém, em relacdo as medias
no ceco que foram menores que os valores obtidos nas porcfes anteriores do
intestino. JA nos resultados apresentados aos quatro e 12 dias, observou-se
diferenca (p<0,05) entre os diferentes segmentos intestinais, e as médias da
quantidade de linfécitos CD3+, sendo maiores no duodeno e jejuno quando

comparadas com o ceco. Além disso, pode-se observar também que nos
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quatro momentos analisados as médias da quantidade de linfécitos CD3+
foram maiores no duodeno, seguidas, respectivamente, pelo jejuno e ceco.
Quando se compara os diferentes segmentos intestinais em cada momento,
observa-se que os valores das médias com 12 dias de idade foram maiores em
ordem decrescente do que com oito, quatro e dois dias, podendo-se afirmar
que até 12 dias de idade, as meédias das quantidades de linfécitos CD3+
aumentaram no epitélio e na lamina prépria do duodeno, jejuno e ceco das
aves.

As médias da quantidade de linfocitos CD4+ em relagdo a idade das

aves e 0s segmentos intestinais, estdo expressas na Tabela 14 e na Figura 8.

TABELA 14. Média do numero de linfécitos CD4+ em relacdo a idade das aves

e segmento intestinal (C.V.=29.2%).

Idade (dias)
Segmento 2 4 8 12
Duodeno 7,4 Aa 6,2 Ba 55 Ca 6,8 Ba
Jejuno 6,6 Ab 6,1 Ab 5,5Ba 6,6 Aa
Ceco 5,8 Ac 5,6 Ab 4,7 Bb 5,3 Ab

Letras mailUsculas comparam médias de idade para cada tratamento (linhas).
Letras minUsculas comparam médias de tratamento para cada idade (colunas).

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

FIGURA 8. Média do numero de linfocitos CD4+ em relacdo a idade das aves e

segmento intestinal (C.V.=29.2%).
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Comparando-se cada um dos segmentos intestinais nas diferentes
idades, observa-se que no duodeno houve diferenca (p<0,05) entre as médias
da quantidade de linfécitos CD4+ em trés periodos, enquanto que nos demais
segmentos essa diferenca ocorreu apenas em dois periodos. Em relacdo a
idade das aves, pode-se observar que com dois dias houve diferenca (p<0,05)
entre os valores obtidos no duodeno, jejuno e ceco. Além disso, os valores da
média da quantidade de linfocitos CD4+ e das médias apresentados no
duodeno foram maiores, sequencialmente, que o observado no jejuno e ceco.
Assim, pode-se afirmar que a determinacdo de resposta imune na forma de
infiltrado leucocitario por linfocitos CD4+ no duodeno teve valores das médias
maiores que nos outros segmentos.

Na Tabela 15 e na Figura 9 ha a descricdo da quantidade de linfocitos
CD8+ em relacdo a idade das aves, e 0s segmentos intestinais. Quando a
andlise da tabela relaciona um mesmo local nos diferentes momentos
analisados, os resultados mostram que houve diferenca (p<0,05) entre os
valores das médias apresentados ao longo das idades das aves. Ja quando a
analise dos dados € feita através da comparacdo dos valores das meédias
obtidos nos diferentes segmentos em relacdo a um mesmo periodo, 0s
resultados mostram que também houve diferenga (p<0,05) entre os diferentes

locais em relacdo aos periodos analisados.

TABELA 15. Média do numero de linfécitos CD8+ em relacéo a idade das aves

e segmento intestinal (C.V.=26.7%).

Idade (dias)
Segmento 2 4 8 12
Duodeno 20,0 Aa 17,8 Bab 21,2 Aa 19,0 Aa
Jejuno 18,6 Aa 18,2 Aa 19,2 Aa 17,6 Bb
Ceco 14,0 Ab 16,5 Bb 17,6 Bb 17,6 Bb

Letras mailsculas comparam médias de idade para cada tratamento (linhas).
Letras minasculas comparam médias de tratamento para cada idade (colunas).

Médias seguidas de pelo menos uma letra igual ndo diferem significativamente (p>0,05).
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FIGURA 9. Média do numero de linfocitos CD8+ em relacao a idade das aves e

segmento intestinal (C.V.=26.7%).
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A Figura 10 relaciona as médias de linfécitos CD3+, CD4+ e CD8+ em
aves tratadas com Lactobacillus spp. ou microbiota cecal, e desafiadas com S.
Enteritidis, independente do segmento intestinal analisado e dos diferentes

tratamentos.

FIGURA 10. Média do namero de linfécitos CD3+, CD4+ e CD8+ em cada
tratamento/desafio, independente do segmento intestinal e da idade

das aves.
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6. DISCUSSAO

As bactérias acido laticas do género Lactobacillus fazem parte da
microbiota das aves. Essas e outras bactérias encontram-se em todo o trato
gastrointestinal, em diferentes quantidades e espécies, que variam em funcao
das diferentes localizacbes (HILL, 1990; BAQUERO, 1992; BOURLIOUX,
1994).

Os Lactobacillus isolados de diversas fontes podem ser importantes na
producdo de probioticos que, por sua vez, tém o proposito de manter a
microbiota intestinal equilibrada, através da exclusdo competitiva e por acao
antagOnica a diversas bactérias patogénicas presentes no intestino das aves
(GUSILIS et al., 1999). Sdo muitas as bactérias e leveduras que podem ser
utilizadas como probidticos (PIVNICK et al., 1985), cuja selecédo é realizada
pela avaliacdo de seus metabdlitos, potencial de colonizacédo e capacidade de
multiplicagdo em locais especificos (FRETER et al., 1993). Desta forma
propiciam efeitos benéficos a saude do hospedeiro, inibindo o crescimento de
microrganismos patogénicos (TANNOCK, 1999).

Nesse estudo, amostras de Lactobacillus reuteri, L. salivarius, L.
acidophillus e microbiota cecal isoladas do inglivio e cecos, e fornecidas
oralmente as aves, desafiadas ou ndo com Salmonella Enteritidis,
demonstraram através de imunoistoquimica, capacidade de estimular o sistema
imune na forma de infiltrado leucocitario por linfécitos CD3+ e CD8+ no
intestino de aves jovens. Assim, os resultados obtidos nesse trabalho estdo de
acordo com a afirmacéo de Lillehoj e Chung (1992), na qual o desenvolvimento
e a composicdo das células T intestinais sédo influenciadas pela exposicédo aos
antigenos ambientais, sugerindo que a presenca desses linfocitos no epitélio
intestinal é devido ao estimulo antigénico intraluminal.

Segundo Shu & Gill (2002), o uso de algumas espécies de Lactobacillus
desenvolveu a concepc¢ao de que tais microrganismos protegem, tanto animais
como humanos, contra infeccbes gastrointestinais causadas por
enteropatdogenos. De acordo com resultados obtidos em seus estudos, a
suplementacdo da dieta com Lactobacillus rhamnosus HNOO1l reduziu
significativamente a infeccéo intestinal contra Escherichia coli O157:H7 em
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camundongos, e demonstrou ser eficiente também contra Salmonella
Typhimurium, diminuindo a populacdo dessa bactéria no intestino e a
mortalidade de camundongos.

Nesse sentido, o desenvolvimento de resposta imune por parte do
hospedeiro na forma de infiltrado leucocitério por linfoécitos CD3+ e CD8+, no
duodeno, jejuno e ceco de aves tratadas com culturas de Lactobacillus
acidophillus, L. reuteri, L. salivarius ou microbiota cecal e desafiadas ou nao
com S. Enteritidis, foi comprovado com a realizagédo do presente trabalho.

Resultado semelhante foi obtido por Vervelde et al. (1998), que
identificaram, também por imunoistoquimica, grande quantidade de infiltrado
leucdcitario por linfécitos CD3+ constituido, principalmente, de células CD4+ e
CD8+ no epitélio e na lamina propria do intestino de aves, sete dias ap0s o
tratamento realizado com uma mistura entre antigeno recombinante de Eimeria
e toxina colérica. Tais resultados também estdo de acordo com a afirmacéo de
Elwood et al. (1997), na qual em humanos, suinos e roedores as células T
estdo dispostas tanto no epitélio como na lamina propria intestinal.

Além da identificacdo das mesmas estruturas, outra semelhanca
marcante entre o trabalho de Vervelde et al. (1998) e este estudo foi que, em
ambos, a quantidade de linfociotos CD8+ foi superior a quantidade de CD4+,
como pode-se observar na Figura 10 no qual € possivel também notar que,
com excegdo do tratamento realizado com L. acidophlillus, associado ou ndo
com desafio por S. Enteritidis, a soma dos linfocitos CD4+ e CD8+ foi sempre
maior que o numero total de linfécitos CD3+. Segundo Elwood et al. (1997),
uma explicacdo para esse resultado € que a molécula CD4 marcada na reacao
de imunoistoquimica, pode também estar presente na parede celular dos
granulécitos dispostos na lamina prépria intestinal. Outra explicacdo para esse
mesmo resultado pode estar relacionada ao fato de que nesse experimento,
diferentemente dos anticorpos usados para marcar CD3+ e CD8+, foi usado
marcador especifico (CD4+) para aves, fazendo com que essas moléculas,
tanto nos linfécitos como nos granuldcitos, fossem marcadas devido a sua alta
especificidade. De acordo com Elwood et al. (1997), seria necessaria a
utiizacdo de anticorpos especificos para granulocitos na reacdo de

imunoistoquimica para diferenciar esses dois tipos de células. Somente assim
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seria possivel saber a real proporcéo entre a quantidade de linfécitos CD4+ e
CD8+ em relacao ao numero total de linfocitos CD3+.

Choi et al. (1999) descreveram as alteracdes das subpopulacdes de
células T, dentre elas os linfécitos CD4+, CD8+, TCR1 e TCR2, assim como a
transcricdo de IFN-y e TGF-f4 mRNA no intestino de aves, apés inoculacao
oral de Eimeria acervulina. De acordo com Songserm et al. (2002), o influxo de
células T ao epitélio intestinal esta relacionado com a presenca de bactérias no
limen do intestino. Para esses autores, a imunidade intestinal mediada por
células estd diretamente relacionada com a eliminacdo de enteropatégenos,
como a Pasteurella multocida e Eimeira, do intestino das aves. Assim, 0S
resultados obtidos por esses pesquisadores estdo de acordo com o presente
trabalho, uma vez que foi comprovado o aumento da populacdo de linfécitos T
CD3+, quatro dias apés a realizacdo dos tratamentos, como se pode observar
pela andlise da Figura 7.

Ainda de acordo com Songserm et al. (2002), além do estimulo
bacteriano, o aumento da idade das aves também é responséavel pelo influxo
de linfocitos no epitélio intestinal das mesmas. Estudo feito por Lillehoj & Chung
(1992) em frangos de corte de linhagem comercial, constatou que a
porcentagem de linfocitos CD3+ aumentou 24,4% na primeira semana de idade
das aves, 42% na segunda semana, e 62,6% na quarta semana. Tais
resultados estdo de acordo com o presente trabalho, uma vez que neste
também houve aumento na quantidade de linfécitos CD3+ com o0 aumento da
idade das aves.

Em relacdo a variacdo do numero de linfécitos CD4+ com o aumento da
idade das aves, os resultados obtidos neste trabalho também estdo de acordo
com as afirmagdes feitas por Lillehoj & Chung (1992), nas quais foram
observadas a diminuicdo da quantidade de linfécitos CD4+ com o passar da
idade das aves, como se pode observar pela analise da Figura 8.

J& em relacdo a quantidade de linfocitos CD8+, os numeros obtidos por
Lillehoj & Chung (1992) divergem do presente estudo uma vez que mostram
um gradual e discreto aumento dessas células com o passar da idade das
aves.

Varios estudos sugerem 0s mecanismos pelos quais os probidticos
atuam em beneficio do hospedeiro, entre eles a competicdo por sitios de
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ligacdo e por nutrientes disponiveis no intestino, a producdo de substancias
antimicrobianas, e a estimulacdo do sistema imune do hospedeiro (SHU &
GILL, 2002). De acordo com Ouwehand et al. (1999) a habilidade de adeséo na
mucosa intestinal é fundamental para estimular o sistema imune, e segundo
O’Halloran et al. (1997) existe correlagéo direta entre a habilidade de adeséao
de bactérias probidticas e o0 aumento dos titulos plasmaticos de anticorpos
contra microrganismos. Para Elliot et al. (1998), a adesdo de Lactobacillus a

danos da mucosa géstrica estimula a cicatrizagdo desse tecido.



José Charl Noujaim Conclusdes 49

7. CONCLUSOES

Foi possivel concluir que:

O tratamento com L. reuteri, L. salivarius, L. acidophillus ou microbiota
cecal e o desafio com S. Enteritidis, determina resposta imune na forma de
infiltrado leucocitario por linfécitos CD3+ e CD8+ no intestino de aves jovens
nos periodo de dois a 12 dias de idade, e ndo determina resposta imune na
forma de infiltrado leucocitario por células CD4+ no mesmo periodo analisado.

O duodeno foi o segmento no qual a resposta imune por células T
CD3+, CD4+ e CD8+ foi estimulada com maior intensidade, seguido,
respectivamente, pelo jejuno e ceco.

A guantidade de linfécitos CD3+ presentes no duodeno, jejuno e ceco
aumenta com a idade das aves, independente do estimulo determinado pelos
tratamentos com L. reuteri, L. salivarius, L. acidophillus ou microbiota cecal e

desafio com S. Enteritidis.
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