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CAPITULO 1

AVALIACAO DO MECANISMO DE Quorum
Sensing ENTRE Lactobacillus spp. CONTRA
Salmonella Heidelberg EM FRANGOS DE
CORTE.



MORAES, A. C. |. AVALIACAO DO MECANISMO DE Quorum Sensing ENTRE
Lactobacillus spp. CONTRA Salmonella Heidelberg EM FRANGOS DE
CORTE. Botucatu, 2019. 62p. Defesa Mestrado Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista

“Julio de Mesquita Filho”

RESUMO

Uma das principias doencas transmitida por alimento € a salmonelose, causada
pela bactéria Salmonella spp., ela esta presente em varios aviarios, e com 0
aumento da producdo avicola, se disseminou nos aviarios, tornando-se um
problema pertinente e de grande importancia na saude publica e animal. Com
isso medidas de controle foram instituidas, entre elas o uso de antimicrobiano,
causando diversas discussdes, principalmente em relacdo a resisténcia
bacteriana a antimicrobianos utilizados na medicina humana, onde medidas
alternativas estdo sendo desenvolvidas para evitar 0 uso dos antimicrobianos.
Dessa forma o objetivo do projeto foi avaliar a capacidade dos Lactobacillus
spp., isolados na inibicdo da Salmonella Heidelberg (SH), pelo mecanismo de
guorum sensing in vitro e in vivo. Foram colhidos de suabes cloacal de frangos
de corte que passaram por provas fenotipica e molecular. Esses isolados foram
submetidos ao teste de inibicdo em placa para avaliar a capacidade de inibic&o
da SH. Em seguida foram produzidos os filtrados, a partir dos Lactobacillus sp.
(ATCC), separadamente, com contato com a SH. Esses isolados foram
cultivados com os filtrados, separadamente e em seguida submetidos
novamente ao teste de inibicdo em placa. Dessa maneira, foi possivel medir e
comparar os halos de inibicdo, para a verificagdo da ocorréncia da
comunicacdo bacteriana entre os Lactobacillus sp. (ATCC) e os isolados. Foi
realizada a analise estatistica selecionando um Lactobacillus spp. isolado de
frango de corte e um filtrado os quais obtiveram melhores resultados no teste in
vitro. O teste in vivo foi dividido em quatro tratamentos, Lactobacillus spp.,
filtrado, Lactobacillus spp. mais o filtrado e o sem tratamento, todos foram
desafiados com SH. Apos o teste in vivo pode se concluir que o filtrado e o
Lactobacillus spp. interferiram diretamente na redugéo de SH nas aves.
Palavra chave: Aves, comunicagdo bacteriana, filtrado, probidtico, Spot on the

Lawn.
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MORAES, A. C. I. EVALUATION OF THE Quorum Sensing MECHANISM
BETWEEN Lactobacillus spp. AGAINST Salmonella Heidelberg IN cut chicken.
Botucatu, 2019, 62p. Dissertation, (Master). School of Veterinary Medicine and

Animal Science, Universidante Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

ABSTRACT:

One of the main food-borne diseases is salmonellosis, caused by the bacterium
Salmonella spp., It is present in several aviaries, and with the increase of
poultry production, it has spread in aviaries, becoming a relevant problem and
of great importance in health public and animal. With this, control measures
were instituted, including the use of antimicrobial, causing several discussions,
mainly regarding bacterial resistance to antimicrobials used in human medicine,
where alternative measures are being developed to avoid the use of
antimicrobials. Thus, the objective of the project was to evaluate the ability of
Lactobacillus spp., isolated in the inhibition of Salmonella Heidelberg (SH), by in
vitro and in vivo quorum sensing mechanism. They were harvested from cloacal
swabs of chickens that underwent phenotypic and molecular tests. These
isolates were subjected to plaque inhibition test to assess the inhibitory capacity
of SH. Filtrates were then produced from Lactobacillus sp. (ATCC), separately,
with SH. These isolates were cultured with the filtrates separately and then re-
plate inhibited. In this way, it was possible to measure and compare inhibition
halos to verify the occurrence of bacterial communication between Lactobacillus
sp. (ATCC) and the isolates. Statistical analysis was performed by selecting a
Lactobacillus spp. isolated from chickens and a filtrate which obtained better
results in the in vitro test. The in vivo test was divided into four treatments,
Lactobacillus spp., filtered, Lactobacillus spp. plus the filtrate and the untreated,
all were challenged with HS. After in vivo testing it can be concluded that the

filtrate and Lactobacillus spp. interfered directly in SH reduction in chickens.

Keyword (s): chickens, bacterial communication, inductor, pro-biotic, Spot on

the Lawn.
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1. INTRODUCAO

A avicultura industrial tem como objetivo produzir alimento de qualidade
a baixo custo, sendo um produto promissor para o consumidor final (SILVA,
ANDREATTI FILHO, 2000).

O Brasil ocupa a segunda posicdo na produtcdo mundial de carne de
frango, atras dos Estados Unidos (FRANCO, 2017), mas € o maior exportador
desde de 2004 (UBABEF, 2011). E por isso se faz necessario que as criacdes
avicolas tenham um programa rigoroso de biosseguridade para diminuir o
desafio as doencgas.

As enterobactérias mais frequentes em doencas transmitida por
alimentos sdo do género Salmonella spp. (MARCHI et al, 2011) e entre os
sorovares com maior importancia é a Salmonella Heidelberg, pois tem um alto
poder zoondtico (HOFER, SILVA FILHO, REIS, 1997), além disso é o sorovar
com maior invasdo comparando com 0s outros sorovares, causando a doencga
de forma mais grave (COLLA et al. 2012).

Com o intuito de controlar as Salamonellas spp. nos aviarios, iniciou o
uso de antimicrobianos que por muitas vezes era feito de forma indiscriminada,
O que promoveu O aumento das amostras multirresistentes aos
antimicrobianos, se tornando uma preocupacdo com a saude publica e dos
animais (BASSANI, 2017), por isso medidas alternativas estdo sendo
desenvolvidas, que séo os probibéticos, bactérias que fazem parte da microbiota
natural das aves, auxiliando no equilibrio da microbiota intestinal, pela
competicdo do sitio de ligacdo nos enterdcitos e competicdo por nutrientes com
bactérias patogénicas, melhoram absor¢cdo de nutrientes, modulam a resposta
imunolégica das aves e produzem substancias bactericidas (SILVA,
ANDREATTI FILHO, 2000; KURITZA, WESTPHAL, SANTIN, 2014; MEDINA-
SAAVEDRA et al, 2017).

Na composicado dos probioticos existem diversas bactérias e leveduras
sendo o Lactobacillus spp., a principal bactéria encontrada nos produtos

comerciais.
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Uma outra forma que o Lactobacillus spp. utiliza para a inibicdo da
Salmonella spp. € através da producdo de bacteriocinas e comunicacao intra e
interespécie que ocorre pelo mecanismo do Quorum Sensing, onde as
bactérias notam as mudancas no ambiente por meio de substancias
sinalizadoras secretadas por células individuais, sdo reconhecidas por
receptores especificos de outras bactérias. O que leva a modificacdo do
comportamento bacteriano, resultando em resposta coletiva a qual regulam
atividades fisiolégicas que podem ser vantajosas, como mudanca para um
ambiente com maior oferta de nutrientes, formacao de biofilme que conferem
protecdo contra acdo do ambiente, controle da densidade populacional,
expressdo génica, fatores de viruléncia, producdo de bacteriocinas, para

sobreviver e prosperar no ambiente (HAWWER et al, 2016).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Salmonelose

A salmonelose é uma doenca causada por Salmonella spp.
(BOYLE,CLIVER 1990) sendo uma das principais doengas transmitidas por
alimentos. Dessa forma tem sido foco de discussdes nos ultimos anos, devido
a preocupacdo mundial com estratégias que permitam seu controle. Mesmo
com o aumento da tecnologia, ainda € um problema pertinente e de ocorréncia
mundial (BOYLE et al., 2007), onde os produtos de origem animal nhormalmente
estdo envolvidos por favorecer o desenvolvimento dos microrganismos
(MALDONADO, 2008).

Assim vale a pena lembrar que desde a década de 70, a salmonelose
tem sido relatada como um problema na saude publica e animal, no Brasil e no
mundo, especialmente em produtos de origem aviaria (GOUVEA et al, 2012).

A contaminacdo por Salmonella spp. ocorre pela ingestdo do alimento
contaminado (SCHWARTZ, 2000). Elas aderem-se e proliferam no intestino
delgado e invadem a mucosa intestinal (VAN ASTEN et al., 2005). A
Salmonella spp. chega a mucosa intestinal, causa uma patologia gastroentérica
e quando a ultrapassa pode causar a doenca generalizada (OHL, MILLER,
2001).

Um dos principais alimentos contaminados por Salmonella spp. € os
derivado de aves, onde a contaminagado pode ocorrer desde o processo de cria
até o abate mesmo com praticas de higiene adequados (COLLA, 2012).

A forma que a doenca se manifesta em humanos depende da
quantidade de células ingeridas, sorovar envolvido e imunidade do doente. As
principais manifestacdes clinicas estdo ligadas ao trato digestério, causando

vomito, diarreia, célicas abdominais (COLLA, 2012).
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2.2. Samonella spp.

Pertencente a familia Enterobacteriacea (GRIMONT, WELL, 2007) sao
bastonestes gram negativas e moveis na sua maioria. Sua primeira descricdo
foi em 1885, por Daniel Elmer Salmon um veterinario microbiologista do
departamento de agricultura dos Estados Unidos (GAST, 2008). Séao
classificadas em duas espécies Salmonella bongori e Salmonella enterica,
pelas suas caracteristicas bioquimicas. A espécie Salmonella enterica é
dividida em seis subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, indica e
hountae (MCLELLAND et al.,, 2004), sendo a espécie mais isolada com
potencial zoonotico (CAMPOS, 2015).

Ja se identificou de 2659 sorovares de Salmonella spp., onde 10% ja
foram isolados em aves. As salmonelas paratificas se destacam por ndo serem
especifica de aves (ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014).

O isolamento de Salmonella spp. em aves e seus subprodutos tem maior
ocorréncia quando comparado a produtos provenientes de outros animais
(ANDREATTI FILHO, 2007). Além disso, a presenca de animais portadores
assintomaticos facilita a disseminacdo da Salmonella spp. aumentando a
ocorréncia da contaminacdo alimentar, mostrando a importancia deste agente
na saude publica mundial e por isso medidas de controle devem ser adotadas
(SHINOHARA et al, 2008).

O isolamento de Salmonella spp. em amostras contaminadas é
relativamente dificil, devido ao grande numero de outras bactérias, tornando
dificil apenas pelo plagueamento direto em agar, fazendo-se necessario o uso
de caldos de pré-enriquecimento, caldos de enriquecimento seletivo e agares
seletivos para diferenciacdo das bactérias, faciltando a identificacdo e
isolamento (D’AOUST, MAURE, 2007).

Nos testes bioquimicos, este género fermenta glicose, algumas
produzem gas e acido, utiliza citrato como fonte de carbono e catalase positiva
e reduzem nitrato em nitrito (D’AOUST, MAURE, 2007).

Um dos fatores que mantem a Salmonella spp. no ambiente é a
presenca de roedores e aves silvestres, que podem ser reservatorios

ambientais (SILVA, DUARTE, 2002). Uma ferramenta alternativa no controle
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tem sido a vacinacdo especifica em poedeiras e reprodutoras, no entanto o
procedimento mais indicado para o controle € aquisicdo e producdo de lotes
livres do agente (SOUZA et al 2002).

No ambiente de producdo animal € comum encontrar cepas de
Salmonella spp., por isso seu isolamento € frequente em produtos de origem
animal (EFSA, 2014, WHO, 2016). Mesmo com o controle ambiental e a
profilaxia com o uso da vacina contra Salmonella spp. Assim tornando-se um
dos principais agentes envolvidos nas enteroinfeccdes, resultando em perda de
milhdes de ddlares para a agroindustria (RODRIGUES, 2011).

Para o controle, os antimicrobianos foram utilizados na tentativa de
reduzir a disseminacdo da Salmonella spp. nos aviarios, porém promoveu o
aumento da resisténcia antimicrobiana e a multirresisténcia, causando a
manutencao de lotes positivos para Salmonella spp. (RIBEIRO et al, 2008).

Em 1993, a Salmonella Enteritidis apareceu como um grande problema
para a saude publica no Brasil. Alguns estudos sugeriram que ela entrou no
pais via importacdo de material genético avicola contaminado desde 1962
(HOFER, SILVA FILHO, REIS, 1997, DICKEL, 2004) e o crescimento da
producdo avicola no Brasil criou condicGes favoraveis para a manutencdo e
proliferacéo nos aviarios (SILVA, DUARTE, 2002).

Desde 1996, Nascimento e colaboradores relataram que a Salmonella
Heidelberg foi um dos sorovares mais isolados em produtos de origem aviaria
destacando-se por ser um sorovar mais invasivo e preocupante para a saude
publica e para a avicultura, atualmente continua sendo a Salmonella enterica
mais isolada em produtos avicolas (VELGE, CLOECKAERT, BARROW, 2005).

A Salmonella Heidelberg pertence ao grupo de Salmonellas paratificas,
causando doenca em humanos e em animais. Por elas terem um alto grau de
adaptabilidade acabam disseminando e se mantendo nos ambientes (BERNDT
et al 2007), além disso é uma das principais Salmonellas spp. associadas a
doenca transmitida por alimento em humanos e uma das mais encontradas em
aves (FOLEY, LYNNE, 2008).

Vale a pena salientar que dentre as salmoneloses que causam infec¢éo

em humanos, a Salmonella Heidelberg parece ser a mais invasiva e causar
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doencas com maior gravidade que outros sorovares paratificos (PUBLIC et al.,
2007).

2.3. Microbiota intestinal das aves

A microbiota intestinal das aves € um ecossistema complexo, composto
por uma grande diversidade de microrganismos benéficos, como as leveduras,
fungos, protozoarios, virus e em especial as bactérias que vivem no intestino
grosso e delgado, possuindo atividade que influenciam no desenvolvimento das
aves (ANDREATTI FILHO, 2007; MAIORKA, 2004; TANNOCK,1998). Algumas
espécies protegem o vilo intestinal e outras auxiliam na regeneracdo de danos
nos vilos (OKAMOTO, ANDREATTI FILHO, 2016).

O sistema digestorio das aves recém nascidas é completa
anatomicamente, mas funcionalmente incompleto (MURAROLLI, 2008). As
aves nascidas em incubatdrios, por ndo terem o contato com a mae durante a
incubacédo, nascem com uma microbiota incompleta e em formacdo (MAIORKA
et al., 2006)

A formacdo da microbiota intestinal se inicia pela ingestdo de alimentos
e pelo contato com o ambiente, podendo ser um fator prejudicial a ingestdo de
alimentos contaminados, possibilitando a entrada de agentes patogénicos
como a Salmonella spp. (TORTUERO, 1973; SILVA, ANDREATTI FILHO,
2000; MAIORKA et al., 2006). Nas aves adultas, a microbiota pode chegar a
até 500 espécies, variando ao longo do trato gastrointestinal e favorecendo a
digestdo e protegendo a mucosa intestinal (YAN, POLK, 2004; ITO el al.,
2007).

A constituicdo da microbiota intestinal bacteriana pode ser alterada por
fatores internos como alteracdo na imunidade da ave e externos como
alimentos contaminados, e uma das maneiras de controlar estas alteracées é

com o uso de probidticos (YIN et al., 2010).
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2.4. Probidticos

Probidticos foram definidos por Lilly e Stillwell em 1965 como
substancias produzidas por protozoarios que induzem o crescimento de outros
microrganismos. Ja Fuller em 1989 conceituou-os como suplementos de
microrganismos Vvivos que geram beneficios a salude do hospedeiro
(JOHNSON, KLAENHMMER, 2014). Atualmente sao definidos como
microrganismos vivos, que conferem beneficio ao hospedeiro quando
administrado em quantidade adequada (JOINT FAO/WHO, 2002).

Os probidticos sdo utilizados como alimentos funcionais, pois promovem
melhoria da saude do hospedeiro e auxiliam no combate de doencas (SILVA,
ANDREATTI FILHO, 2000), bactérias probioticas fazem parte da microbiota
normal das aves e sao produtos naturais, porém ndo apresentam todas as
acOes que os antimicrobianos, mas ndo geram residuos nos produtos de
origem animal e ndo estimulam a resisténcia as drogas utilizadas em humanos
(SILVA, ANDREATTI FILHO, 2000). Atuam na microbiota intestinal pela
producdo de substancias com acao antimicrobiana, competicdo por sitio de
ligacdo e estimulo ao sistema imunologico (LEE et al, 2010). Sédo utilizados
para corrigir disfuncdes do sistema imunoldgico, impedir a fixacdo de
microrganismos patogénicos e estabilizar a funcdo da barreira da mucosa
intestinal (HOLZAPELL et al 1998).

Diante disso, houve um aumento nas pesquisas de como utilizar
produtos alternativos em vez dos antimicrobianos para melhorar a saude
intestinal das aves, obter um desempenho zootécnico acima do esperado, além
de auxiliar no controle de doencas como a salmonelose e reduzir a
contaminac¢do das bactérias na carcaca de aves (HUYGHEBAERT et al 2011)
sem o uso do tradicional antimicrobiano. Os probiéticos estdo sendo utilizados
como nova medida bioterapeutica (SOLA- OLADOKUN, CULLINGAN,
SLEATOR, 2017).

A principal bactéria probiotica encontrada no mercado e mais utilizada
nas aves é os Lactobacillus spp., bacilos gram-positivo, variando de bacilos
longos e delgados a cocobacilos curtos a maior parte imével e ndo formador de

esporos. Este género é determinado pela producdo de produtos metabdlicos e
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a grande maioria deles transforma &cido latico a partir de glicose, sendo o
principal produto de fermentacdo, denominados homofermentador. No entanto
algumas espécies sao intituladas de heterofermentadoras onde produzem 50%
de &cido latico, quantidades variaveis de CO,, acido acético e etanol a partir de
glicose (KONEMAN et al, 2001).

Os Lactobacillus spp. séo bactérias probidticas que aumentam a barreira
natural do epitélio intestinal contra bactérias patogénicas (FERREIRA et al
1998), além disso, os Lactobacillus spp. induzem o equilibrio da microbiota
intestinal, onde eles produzem varios metabdlitos com ac¢do antimicrobiana,
competem por sitios de ligagcdes com bactérias patogénicas, imunomodulacao
no organismo animal, auxiliam na melhoria da absorcdo de nutrientes e podem
ser utilizados como melhoradores de desempenho animal, auxiliando as aves a
enfrentarem diversas condi¢cdes desfavoraveis (SILVA, ANDREATTI FILHO,
2000; KURITZA, WESTPHAL, SANTIN, 2014).

Alem disso eles possuem um mecanismo de comunicacdo que podem
iniber o crescimento de bactérias patogénicas (NADER DE MARCIAS et al,
1993).

2.5. Comunicacao bacteriana

Em 1994, Fuqua e colaboradores descreveram 0 mecanismo guorum
sensing como uma comunicacdo bacteriana, por meio de moléculas
sinalizadoras liberadas no ambiente durante a sua multiplicacao.

As bactérias utilizam este mecanismo de sinalizacdo célula- célula para
detectar alteracbes nas concentracdes das moléculas sinalizadoras no
ambiente (WATERS; BASSLER, 2005; READING; SPERANDIO, 2006), que
sdo secretadas por células individuais e chamadas de filtrados e reconhecidas
por receptores especificos (GRIFFITHS, 2005), ocasionando a modificacdo do
comportamento bacteriano, resultando em resposta coletiva, a qual regula
atividade fisiologica que pode ser vantajosa como, mudanca para um ambiente
com maior oferta de nutriente, formacédo de biofilme que confere protecéo
contra acdo do ambiente, monitoria da densidade populacional, expresséo

génica de fatores de viruléncia, a producdo de bacteriocinas com atividade
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antimicrobiana e a esporulacdo, isso tudo para sobreviver (HAWVER et al,
2016).

O reconhecimento dessas substancias ocorre pelo aumento das
mesmas no ambiente, onde as bactérias produzem e liberam no meio externo
para o reconhecimento os filtrados, assim regulando atividades fisiol6gicas
(MILLER, BASSLER, 2001; SOLA et al, 2012).

Algumas bactérias sdo capazes de produzir bacteriocinas, que s&o
substancias com capacidade de inibir o crescimento ou inativar outras
bactérias, ocorrendo pelo mecanismo de quorum sensing (RUMJANEK,
FONSECA, XAVIER, 2004), pela comunicacao de bactérias do mesmo género
e diferentes géneros (GRIFFITHS, 2005).
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3. OBJETIVO
O objetivo do trabalho foi produzir um filtradoproveniente de

Lactobacillus spp. padrdo (ATCC) para estimular outros presentes na

microbiota intestinal de frangos de corte na inibicdo da Salmonella Heidelberg.

3.1. Objetivo especifico in vitro
Isolar e identificar Lactobacillus spp. de frangos de corte saudaveis
Produzir o filtradode sete Lactobacillus spp. (ATCC)
Sensibilizar os Lactobacillus spp. isolados de frango de corte com o0s

filtrados, na inibicdo da Salmonella Heidelberg.

3.2. Objetivo especifico in vivo
Avaliar o controle da Salmonella Heidelberg com o uso de Lactobacillos

spp. isolado de frango de corte, em associagao ou ndo com o filtrado.
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CAPITULO 2

Quorum Sensing entre Lactobacillus spp. in
vitro e in vivo contra Salmonella Heidelberg

em frangos de corte.
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DESCRICAO DO PROBLEMA

Salmonelose é uma doenga causada pela bactéria Salmonella spp.
(DOYLE, 1990). E transmitida por alimentos (BOYLE et al., 2007), estando
presente no Brasil desde a década de 70, principalmente nos produtos de
origem aviaria (GOUVEA et al, 2012).

AplGs a ingestdo do alimento contaminado (SCHWARTZ, 2000), elas
aderem-se e proliferam no intestino delgado, invadindo a mucosa intestinal
(VAN ASTEN et al., 2005). O curso da doenca depende da quantidade ingerida
e da patogenicidade da Salmonella spp., mas causam patologia gastroentérica
podendo evoluir para doenca generalizada e levar a morte (OHL e MILLER,
2001).

Pertencente a familia Enterobacteriacea (GRIMONT, WELL, 2007) sao
gram negativas, de formato bacilar e a sua maioria méveis. Ja se conhece
2659 sorovares de Salmonella spp. dentre eles destacam-se as paratificas
(ISSENHUTH-JEANJEAN et al.,, 2014) por ndo serem especificas de aves,
oferecem maior risco para contaminacdo humana (BERCHIERI JR, 2000).

E quando se compara a origem dos alimentos, os derivados de aves tem
uma maior prevaléncia em estar contaminados com a Salmonella spp. que
pode ocorrer da cria até o abate (COLLA, 2012; ANDREATTI FILHO, 2007).
Um dos fatores que perpetuam a Salmonella spp. no ambiente é a presenca de
animais portadores assintomaticos facilitando a sua disseminagéo.

Isso mostra a importancia deste agente na saude publica mundial e por
isso medidas de controle devem ser adotadas (SHINOHARA et al, 2008). Por
isso o ideal, no ponto de vista epidemiolégico € a aquisicdo de lotes de animais
livres de Salmonella spp. (SOUZA et al 2002). A Salmonella spp. resulta em
uma perda de milhdes de délares para a agroindustria (RODRIGUES, 2011). E
para reduzir a ocorréncia de Salmonella spp. comecou 0 uso de
antimicrobianos nas aves, assim promovendo o0 aumento da resisténcia
antimicrobiana e a multirresisténcia causando a manutencéo de lotes positivos
para Salmonella Enteritidis (RIBEIRO et al, 2008).

Alguns estudos sugeriram que ela entrou no pais via importacdo de

material genético avicola contaminado, e o crescimento da producéo avicola no
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Brasil criou condi¢Bes favoraveis para a manutencao e proliferacdo nos aviarios
(SILVA, DUARTE, 2002). Atualmente a Salmonella enterica sorotipo Heidelberg
€ um dos patdgenos mais isolados de produtos avicolas onde é o mais
invasivo, emergente e preocupante para a saude publica e para a avicultura
(VELGE, CLOECKAERT, BARROW, 2005).

A Salmonella Heidelberg é uma Salmonella paratifica, e se dissemina
rapidamente, pois tem um alto grau de adaptabilidade (BERNDT et al 2007),
sendo uma das principais Salmonellas spp. associadas a doenca transmitida
por alimento em humanos e uma das mais encontradas em aves (FOLEY,
LYNNE, 2008).

E como a Salmonella Heidelberg é isolada frequentemente de produtos
avicolas, € de extrema importancia entender como € a microbiota das aves,
pois a microbiota intestinal das aves é um ecossistema complexo que possui
atividade que influencia no desenvolvimento (TANNOCK,1998; MAIORKA,
2004; ANDREATTI FILHO, 2007). As aves que nascem em incubatorios, nédo
tem contato com a mée entdo nascem com uma microbiota incompleta, onde
sua formacgédo ocorre pela ingestdo de alimentos e pelo contato com o
ambiente, podendo ser um fator prejudicial na digestdo de alimentos
contaminados possibilitando a entrada de agentes patogénicos como a
Salmonella spp. (TORTUERO, 1973; SILVA, ANDREATTI FILHO, 2000;
MAIORKA et al., 2006).

Um do microrganismo presente na microbiota natural das aves é
bactéria com acdo de probidtico e conceituado como microrganismos vivos que
geram beneficios a satude do hospedeiro (JOHNSON, KLAENHAMMER, 2014).
Eles ndo apresentam todas acdes que os antimicrobianos, mas ndo geram
residuos nos produtos de origem animal e ndo estimulam a resisténcia as
drogas utilizadas em humanos (SILVA, ANDREATTI FILHO, 2000). Essas
bactérias probidticas atuam na microbiota intestinal por meio de producdo de
substancias com acao antimicrobiana, competicdo por sitio de ligacdo e
estimulo do sistema imunoldgico (LEE et al, 2010) e séo utilizados para corrigir

disfuncbes do sistema imunolégico, impedir a fixagdo de microrganismos
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patogénicos e estabilizar a funcdo da barreira da mucosa intestinal
(HOLZAPELL et al 1998).

E com todos esses beneficios estdo sendo utilizados como medidas
alternativas ao uso de antimicrobianos (HUYGHEBAERT et al 2011). Entre eles
se destacam os Lactobacillus spp., bacilos gram-positivos, ndo esporulados, de
formato bacilar, variando de bacilos longos e delgados a cocobacilos curtos e a
maior parte é imével. Os Lactobacillus spp. utilizam do mecanismo de quorum
sensing para a comunicacado bacteriana, por meio de moléculas sinalizadoras
os filtrados, liberadas e reconhecidas no ambiente durante a sua multiplicacéo
(GRIFFITHS, 2005), assim resultando em resposta coletiva a qual regula
atividade fisiolégica como formacdo de biofilme, monitoria da densidade
populacional, expressdo génica, fatores de viruléncia, producdo de

bacteriocinas, esporulacéo e bioluminocéncia (HAWVER et al, 2016).

MATERIAIS E METODOS
Amostras

As amostras de Lactobacillus spp. foram coletadas de 50 aves, machos,
saudaveis, com 34 dias de idade da linhagem Cobb, localizado no municipio de
Piratininga- SP, as amostras de Lactobacillus spp. foram colhidas com auxilio
de suabe estéril, armazenado em meio Stuart e enviados ao laboratério.

Salmonella Heidelberg e os Lactobacillus spp. de referéncias (ATCC)
(Tabela 1) sédo provenientes da bacterioteca do laboratério de Ornitopatologia
(FMVZ UNESP- Botucatu).

As amostras dos Lactobacillus spp. de referéncias (ATCC) séao
resisntentes aos antimicrobiano
TABELA 1 Lactobacillus spp. de referéncias (ATCC)

1 L. acidophillus ATCC 4356
2 L. casei ATCC 393

3 L. delbrueckii ATCC 7830
4 L. fermentum ATCC 9338
5 L. helveticus ATCC 15009
6 L. reuteri ATCC 23272
7 L. salivarius ATCC 11742
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Cultivo das amostras

Os Lactobacillus spp. foram cultivados em meio deMan Rogosa and
Sharpe (MRS), a 37°C durante 24 horas.

A Salmonella Heidelberg foi cultivada em caldo infusdo de cérebro e

coracgao (BHI) a 37°C por 24 horas.

Identificacdo dos Lactobacillus spp.
Teste fenotipico

As col6nias sugestivas de Lactobacillus spp. foram submetidos a
coloracdo de Gram, selecionando-se apenas bacilos gram positivos. Em
seguida foram realizados o teste de catalase, producdo de gas em glicose e

producao de sulfeto de hidrogénio (H2S) em triple sugar iron (TSI).

Biologia molecular

Os isolados positivos para Lactobacillus spp. no teste bioquimico e
coloragédo de gram foram confirmados por Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR). A extracdo de DNA foi realizada pelo kit de extracdo E.Z.N.A.R Bacterial
DNA Kit segundo as recomendacfes do fabricante. Para a amplificacdo do
acido nucleico foi utilizado 1,25 pl de cada primer, 5 ul de agua ultrapura , 5 pl
da amostra de DNA e 12,5 pl de Go Tag Green Master Mix (Promega®)
segundo as recomendacdes do fabricante. Os primes que foram utilizados para
a amplificagcdo da regido 16S/23S foram pesquisados no banco de dados

(www.ncbi.nlm.nih.gov) e analisados no OligoAnalizer (Tabela 2).

TABELA 2 Sequéncia, condi¢cOes e referéncias dos primers utilizados na
identificacdo dos Lactobacillus spp.

Primers Condicoes Referéncia
F: CTTGTACACACCGCCCGTCA 95°C/5 min Dubernet et
95° C/ 30s al., 2002.
R: TCAAAACTAAACAAAGTTTC 55°C/30s 25 ciclos
72°C/30s

72°C/7min
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Experimento in vitro
Teste de antagonismo Spot on the Lawn

Apbs a identificacdo das bactérias do género Lactobacillus isolados, 0s
mesmos foram submetidos ao teste de antagonismo em placa. Os
Lactobacillus spp. isolados foram cultivados em caldo MRS a 37°C até atingir
turvacdo correspondente a 0,5 da escala de McFarland, correspondendo a
aproximadamente a 1,5 x 10® unidades formadoras de colénia por mililitro
(UFC/mL). Subsequente 10uL de cada amostra foram semeados em forma de
pontos em placa contendo 20mL de 4gar MRS e incubados durante 24 horas a
37°C. Concomitantemente foi preparado o in6culo da Salmonella Heidelberg
em caldo BHI na temperatura de 37°C até atingir a turvacédo 0,5 na escala de
McFarland (102UFC/ml). Posteriormente foram preparados 15mL de caldo BHI
a 0,75% de Agar Agar e acrescentados 150uL do cultivo de Salmonella
Heidelberg descrito anteriormente, sendo vertido sobre a placa contendo os
Lactobacillus spp ja cultivados, apo6s solidificagdo do meio, novamente
incubado a 37°C durante 24 horas e apés foi realizado a leitura dos halos de
inibic&o.

Preparo do filtrado

No preparo do filtradoos mesmos sete Lactobacillus sp. (ATCC) foram
cultivados em caldo MRS e a Salmonella Heidelberg cultivada em caldo BHI,
todos durante 24 horas a 37°C, em seguida homogeneizados na proporgao de
1:1 (100pL do cultivo de cada Lactobacillus spp. (ATCC) e 100uL do cultivo da
Salmonella Heidelberg ja cultivados por 24 horas a 37°C, em 2ml de BHI mais
MRS (1:1). Subsequente foram transferidos 100uL em caldo MRS (Nal/Rif)
para a eliminacdo da Salmonella Heidelberg durante 24 horas a 37°C, em
seguida 100 pL destes caldos foram semeados em caldo MRS e novamente
incubados a 37°C por um periodo de 24 horas para a retirada de possiveis
residuos de antimicrobianos e finalizando, foi realizada a esterilizacdo por
filtracdo em membrana de nitrocelulose com poro de 0.22um gerando sete

filtrados.
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Cultivo das amostras com filtrado

Cada um dos Lactobacillus spp. isolados foram incubados
separadamente com os sete filtrados.

Foram dispostos 500uL do filtradoindividualmente, 500uL MRS e mais
300uL de cada Lactobacillus spp. isolados em tubo plastico descartavel de 2 ml
e incubados a 37°C durante 24 horas. Depois de incubadas com os filtrados as
amostras foram avaliadas novamente pelo teste de antagonismo Spot-on-the-
Lawn, ja descrito anteriormente, para comparacdo dos halos de inibicdo da
mesma amostra de Lactobacillus spp. isolado antes e apos o contato com 0s

filtrados.

Experimento in vivo
Aves

Foram utilizados 140 pintos machos da linhagem Cobb de um dia de
idade, provenientes de incubatorio comercial com certificacdo de livres de
Samonella spp. Os pintos foram alojados aleatoriamente em quatro grupos de
35 cada, gaiolas com aquecimento, agua e racao a vontade. Antes de iniciar o
experimento cinco aves foram eutanasiadas para verificar a auséncia da

Salmonella spp.

Local

O experimento foi realizado no infectério do Laboratério de
Ornitopatologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista (FMVZ-UNESP), Campus de Botucatu, Sao
Paulo.

Comisséo de ética

O protocolo experimental foi submetido e aprovado (Protocolo CEUA
0027/2018) pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da FMVZ, de acordo
com o0s principios éticos na experimentacdo animal adotados pelo Colégio

Brasileiro de Experimentacdao Animal.
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Delineamento experimental

Os grupos foram divididos da seguinte maneira:

SH: Controle (sem tratamento)

Lacto: Recebeu o Lactobacillus spp. no primeiro dia de idade.

Filtrado: Recebeu somente o filtradono segundo dia de idade.

Lacto + filtrado: Recebeu o Lactobacillus spp. no primeiro dia de idade e
o filtradono segundo dia de idade.

O filtradoselecionado foi 0 que induziu maior halo de inibicdo frente a
Salmonella Heidelberg no teste in vitro. Cada ave recebereu 1mL do respectivo
tratamento diretamente no inglivio com auxilio da agulha de gavagem.

O in6culo de Lactobacillus spp. foi preparado com o isolado que foi
selecionado apdés a andlise estatistica, escolhendo o que obteve melhor
resultado in vitro contra Salmonella Heidelberg em contato com o filtrado, esse
isolado foi incubado a 37°C durante 24 horas em caldo MRS, até atingir a

turvacao correspondente a 0,5 da escala de McFarland.

Desafio com Salmonella Heidelberg

No terceiro dia de idade todas as aves de todos 0s grupos experimentais
foram desafiadas com o inoculo de Salmonella Heidelberg (Nal/Rif). Foi
cultivada em caldo BHI na temperatura de 37°C, correspondente a 2,3x10°
UFC/mL.

O in6culo desafio foi administrado em dose Unica de 1mL por ave
diretamente no inglavio com auxilio da agulha de gavagem.
Colheita das amostras

Dez aves de cada grupo foram eutanasiadas pelo método de
deslocamento cervical, em seguida colhidos os conteddos dos cecos
individualmente. As colheitas foram realizadas com 24, 96, 168 horas ap0s o
desafio, de forma asséptica em sacos plasticos estéreis mantendo sob

refrigeracdo até o momento do processamento.
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Contagem da Salmonella Heidelberg

A contagem da Salmonella Heidelberg foi realizada das amostras
colhidas, com diluicdo em phosphate buffered saline (PBS) na proporcdo de
1:10, sendo oito diluicbes decimais seriadas. De cada diluicdo foi semeada
0,ImL em placas contendo Agar Verde Brilhante (AVB) com Nal e Rif
(100pug/mL) e espalhadas com ajuda de uma alca de Drigalski esteril e
incubadas por 24 horas a 37°C. Em seguida foram realizadas contagem de

unidades formadoras de colbnia por grama de ceco (UFC/gr).

Biosseguranca

Toda manipulacdo no laboratério com as amostras de Salmonella
Heidelberg, bem como dos reagentes e produtos quimicos empregados para a
execucao das técnicas laboratoriais, foram realizadas utilizando dispositivos de
biosseguranca disponiveis no Laboratério de Ornitopatologia UNESP/FMVZ —
Botucatu, como luvas de manipulacdo e mascaras descartaveis, equipamentos
de protecao individual especifico para cada tipo de manipulacdo, pipetadores
automaticos e ponteiras com protecdo para aerossois, material plastico
descartavel, uso de capela de exaustdo e de fluxo laminar para manipulacéo de
produtos quimicos, eliminagdo de material bioldgico e produtos téxicos em “lixo
hospitalar” para destruicdo de forma apropriada e esterilizacdo por autoclave

de todo material contaminado com bactérias.
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RESULTADOS

No teste fenotipico das 50 (cinquenta) amostras colhidas apenas as
amostras com caracteristicas compativeis com Lactobacillus spp. foram
selecionadas. Dessas amostras 37 (trinta e sete) apresentaram se como bacilo
gram positiv,, foram submetidas a prova de catalase, onde apenas 27 se
mostraram negativas. As 27 amostras negativas passaram pelas seguintes
provas: de producédo de gas em glicose e producédo de H,S em TSI positiva, em
que 25 amostras foram compativeis com as caracteristicas de Lactobacillus
spp. (KONEMAN et al, 2001).

Das 25 amostras compativeis com Lactobacillus spp. no teste fenotipico,
foram conferidas por prova molecular Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
segundo a referéncia de Dubernet e colaboradores (2002), onde foram
confirmados 20 amostras para o género Lactobacillus spp.

Como relata Adak e colaboradores (2011) vem sido descrito um
aumento na da multirresisténcia bacteriana em decorréncia do uso de
antimicrobiano de maneira indiscriminada. Em contra partida estd sendo
desenvolvida pesquisas relacionas ao mecanismo de quérum sensing para fins
terapéuticos. Com essas pesquisas espera-se que possamos elucidar como o
mecanismo funciona se atua individualmente ou de forma sinérgica com outros
produtos.

Os resultados do teste Spot on the Lawn foram mensurados em halos de
inibicAo que podem ser visualizados na figura 4. Demonstrando assim a
inibicdo dos isolados de Lactobacillus spp. frente ao contato com os filtrados
das cepas de Lactobacillus spp. controle (ATCC) contra a Salmonella

Heidelberg.
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(B

FIGURA 1: Teste Spot on the Lawn. (A) Lactobacillus spp. néao inibiu o
crescimento da Salmonella Heidelberg. (B) Lactobcillus spp. com pouca
inibicdo da Salmonella Heidelberg. (C) Lactobacillus spp. com halo de inibicdo
significativo frente a Salmonella Heidelberg.

Foi realizado o contato dos 20 Lactobacillus spp. com todos os sete

filtrados dos Lactobacillus spp. de referéncia (ATCC) (Tabela 3)

TABELA 3 Resultados expressos em média (mm) e desvio padrao de halos de
inibicdo do Lactobacillus spp (isolados). contra Salmonella Heidelberg.

Média Desvio padrédo
Sem Contato 0,190 +£ 0,216
filtrado1 0,408 + 0,261 a <0,001
filtrado2 0,278 +0,305 b 0,071
filtrado3 0,322 + 0,282 ab 0,005
filtrado4 0,355 + 0,198 ab <0,001
filtrado5 0,405 + 0,166 a <0,001
filtrado6 0,280 £ 0,265 b 0,044
filtrado7 0,295 +0,209 b 0,008
P 0,004

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferiram estatisticamente
entre si pelo Teste de Tukey.

Foi realizado o teste t (Student) para comparacdo da quantidade de
halos de inibicdo das amostras sem contato com a Salmonella Heidelberg em
relagdo a cada filtrado(P<0,05). Também foi realizada andlise de variancia para
verificacdo de diferengas nas quantidades de halos de inibicdo entre os
filtrados avaliados (P<0,05). As médias foram comparadas pelo Teste de Tukey
(P<0,05).
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Apenas o filtrado2 ndo apresentou diferenga estatistica significativa na

inducado de halos de inibicdo, ou seja, ndo houve diferenca estatistica entre os

valores encontrados nas amostras sem contato e os das amostras em contato

com esse filtrado.

Comparando os 7 filtrados, o 1 e 5 obtiveram os maiores valores de

halos de inibicdo em relacdo aos filtrados 2, 6 e 7. Os filtrados 3 e 4 néo

diferiram dos demais.

Foi realizada analise de variancia para comparacdo dos 20 isolados

dentro de cada filtradoseparadamente (P<0,05) (Tabela 4). As médias foram

comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05).

TABELA 4 Média em milimetros dos halos de inibicdo de todos Lactobacillus
spp. isolados cultivados com todos os filtrados contra Salmonella Heidelberg.

Lactobacillu  Filtrad  Filtrad Filtrad Filtrad  Filtrad Filtrad Filtrad
S spp. O o] 0 0 o] 0 0]
isolados 1 2 3 4 5 6 7
1(0,0) 0,7 ab 0,5abc 05¢c 0,7 ab 0,5 bc 05¢c 0,7a
2 (0,0) 0,1 gf 0,1 bc 0,8 a 0,1gh 0,6b 06b 0,7a
3(0,3) 0,0h 0,0c 0,0e 0,3 ef 0,3 de 0,0g 0,0 h
4(0,2) 0,7 ab 0,6 ab 0,8a 0,4 de 09a 0,7a 0,3d
5 (0,0) 0,0h 0,0c 0,0e 0,3 ef 0,2 ef 0,09 0,2e
6 (0,0) 0,3 ef 0,0c 0,0e 0,4 de 0,3 de 0,09 0,3d
7 (0,1) 0,8 a 0,1 bc 0,4 cd 0,8a 0,3 de 05c 05b
8 (0,1) 0,7 ab 0,6 ab 0,6b 0,3 ef 0,5 bc 0,1f 0,0h
9(0,1) 0,2 fg O0,4abc O,1e 0,3 ef 0,1f 0,3 e 0,19
10 (0,1) 0,4 de 0,6 ab 0,1le 0,2 fg 0,4 cd 00g 0,2f
11 (0,8) 0,2 fg 0,0c 0,0e 0,2 fg 0,4 cd 0,09 0,3d
12 (0,3) 0,4 de 0,4abc 0,0e 0,4 de 0,4 cd 0,5c 0,4c
13 (0,0) 0,0h 0,0c 0,0e 0,0h 0,4 cd 0,7a 0,4c
14 (0,2) 0,4 de 0,1 bc 0,4 cd 0,1 gh 0,5 bc 0,3e 05b
15 (0,0) 0,4 de 0,1 0,3d 0,5cd 0,4 cd 05c 0,3d
16 (0,4) 0,7 ab 0,6 ab 0,7 ab 0,6 bc 0,5 bc 0,5c 0,3d
17 (0,6) 0,7 ab 0,9 a 05c 0,3 ef 0,4 cd 00g 0,0h
18 (0,4) 0,4 de 0,2 bc 0,5c 0,5cd 0,3 de 0,09 0,0 h
19 (0,1) 0,5 cd 0,4abc 0,4 cd 0,4 de 0,3 de 0,09 0,4c
20 (0,1) 0,6 bc 0,0c 0,3d 0,3 ef 0,4 cd 0,4d 0,3d
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferiram estatisticamente
entre si pelo Teste de Tukey.

Os isolados 1, 2, 4, 7 e 16 foram que apresentaram maior quantidade de

halos de inibicdo, considerando todos os filtrados testados.
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A escolha do filtradoe do isolado foi feita de forma aleatoria, entre os
melhores resultados, sendo utilizado o filtrado5, jA para o isolado, o 4 foi
escolhido devido a sua média superior aos outros isolados no teste in vitro.

A grande maioria dos Lactobacillus spp. isolados testados apresentaram
potencial de inibicdo contra Salmonella Heidelberg. no teste in vitro, assim
demonstrado o antagonismo a ela. Essa inibicdo pode ter ocorrido pelo fato
que as bactérias reconhecem algumas moléculas que sdo produzidas e
liberadas no meio para a comunicacgao, intra e entre espécies.

De acordo com Khmel and Metlitkskaya (2006) a medida que a
densidade populacional aumenta, as bactérias que possuem o mecanismo de
Quorum sensing realizam a comunicacéo célula-célula, juntamente com isso, o
autor considera a possibilidade sistema que regula o Quorum sensing combater

infecgdes, pois produzem moléculas.

Essas moléculas sdo produzidas, liberadas e reconhecidas pelo
mecanismo de Quorum sensing, que foi descrito por Fuqua e colaboradores
(1994) onde as bactérias notam a mudanca no ambiente, aumento da
densidade populacional ou disponibilidade de nutriente. Esse
reconhecimento gera uma resposta coletiva, na qual a finalidade é sobreviver e
prosperar, além disso algumas bactérias tem a capacidade de produzir

bacteriocinas.

Sendo assim alguns Lactobacillus spp. isolados demostraram
antagonismo a Salmonella Heidelberg no teste in vitro, onde produziram e
liberaram moléculas no ambiente durante a sua multiplicacdo, assim inibindo
parcialmente o crescimento da Salmonella Heidelberg pelo teste Spot on the
Lawn (WATERS; BASSLER, 2005; READING; SPERANDIO, 2006).

ApoOs o contato com o filtrado foi possivel observar que os halos de
inibicAo aumentaram, provavelmente devido o reconhecimento das substancias
que os filtrados produziram apds o contato com a Salmonella Heidelberg,
resultando na modificagdo do comportamento bacteriano, gerando uma
resposta coletiva (GRIFFITHS, 2005).
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Os resultados da contagem de Salmonella Heidelberg nas trés coletas
dos quatro grupos estéo expostas na tabela 5.

Os resultados do teste in vivo apdés a andlise estatistica estdo
apresentados na tabela 6, demonstrando assim a inibicdo da Salmonella
Heidelberg.

Foi realizado o teste t (Student) para comparacdo da quantidade de

Salmonella Heidelberg (UFC/ mg) de ceco, para cada tratamento (P<0,05).



TABELA 5 Resultados da contagem de Salmonella Heidelberg nos cecos das aves, nos diferentes grupos experimentais e colheitas.
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Colheita 1 colheita colheita

2 3
Aves L L+1 I SH Aves L L+ 1 I SH Aves L L+1 I SH
1 0,8* 0,009 2,7 7,2 1 18 13 13,6 21 1 0,08 11 5,2 27
2 2,7 0,002 1,5 79 2 40 8,4 29 6,2 2 4 6,7 8,7 14,2
3 46 1,55 3 22 3 45 2 9 24 3 10 6,4 10,6 4
4 8,4 2 4,5 38 4 35 4,5 6,7 39 4 24 19 8 1,9
5 1,6 3,4 12 18 5 61 52 11 17 5 7 10,5 22 15
6 3,7 1,9 3 75 6 4,3 210 17 99 6 27 2,1 50 6
7 14,6 1,03 130 12,6 7 65 111 18,6 10 7 36 16 13 13
8 4,7 3,08 5,8 30 8 24 16 120 7 8 21 12,2 4,3 6,3
9 9,5 27,3 7,4 6,7 9 22 25 39 12 9 18 10 9 3,3
10 11,5 1,81 20 58 10 36 14 14 24 10 7 11 14,5 5

* Valores expressos em UFC/gr/ceco (x 10°)
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TABELA 6 Média, desvio padrao, minimo e maximo de unidades formadora de
colénia por grama de ceco de Salmonella Heidelberg das colheitas.

Grupo Média Desvio Minimo Maximo
padréo
Colheital Lacto 10.222B 14.124 0.800 46.000
Filtrado 18.878B 41.792 1.500 130.00
Lacto 4.475B 8.640 0.002 27.300
Filtrado
SH 32.056A 27.444 6.700 79.000
Colheita 2 Lacto 34.922 20.070 4.300 65.000
Filtrado 29.256 35.549 6.700 120.000
Lacto 38.000 66.216 2.000 210.000
Filtrado
SH 26.133 29.182 6.200 99.000
Colheita3 Lacto 16.342 11.871 0.080 36.000
Filtrado 14.511 14.923 4.300 50.000
Lacto 10.433 5.095 2.100 19.000
Filtrado
SH 10.078 8.037 1.900 27.000

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferiram estatisticamente entre si
pelo Teste de Tukey. As comparacdes foram realizadas dentro de cada colheita
separadamente.

Diante destes resultados podemos observar que apenas na primeira colheita
a contagem de Salmonella Heidelberg houve diferenca estatistica. Todos os grupos
que receberam tratamento diferiram estatisticamente do grupo que nao recebeu
tratamento.

Os grupos tratados apresentaram menor unidades formadoras de col6nias
(UFC) nos cecos de Salmonella Heidelberg na primeira colheita, assim mostrando
gue por comunicacdo bacteriana houve mudanga no comportamento coletivo que
trabalha na sincronicidade do comportamento bacteriano, como intuito de combater
patdogenos e sobreviver (BASSLER, LOSICK, 2006; HOOSHANGI, BENTLEY,
2008).

Os melhores resultados séo observados na primeira colheita, onde o grupo
gue mais se destaca € o tratado com Lactobacillus spp. mais o filtrado, em seguida o
grupo do filtradoe por ultimo o grupo Lactobacillus spp. Isso mostra que quando as
aves recebem o filtradoha uma reducdo da quantidade de Salmonella Heidelberg
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nos cecos das aves semelhante ao que ocorre aos grupos que receberam uma
bactéria probidtica, demostrando que o filtradoé eficiente no controle da Salmonella
Heidelberg no teste in vivo.

Essa diminuicdo na quantidade de Salmonella Heidelberg nos cecos das aves
mostra que ha alguma substéncia responsével pela comunicacdo entre as bactérias
(ADAK et al., 2011).

Embora ndo tenha ocorrido diferenca estatistica, biologicamente pode-se
observar que o tratamento com Lactobacillus spp. mais o filtrado, foi o grupo que
mais diminuiu a contagem de Salmonella Heidelberg nas aves, reforcando o ja
demonstrado no teste in vitro, onde foi utilizado o mesmo Lactobacillus spp. isolado
de aves adultas que obteve a maior inibicdo contra a Salmonella Heidelberg.

demonstrando assim a comunicacéo bacteriana.

Em relacdo aos Lactobacillus spp. j& se sabe que deve ser administrado na
dose correta e diariamente, para se ter efeito. Estudos mostram que é necessaria
dose de 5 milhes de unidade formadora de colénias (UFC) cerca de 5x10° por dia
(COEURET, GUEGUEN, VERNOUX,2004), a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria. Consultas (ANVISA) estabelece que probidticos devem conter quantidade
minima de 10%a 10° de unidades formadoras de colénia (UFC), sdo aceitos produtos
com quantidade menor, mas sua eficacia deve ser comprovados (ANVISA).

J4 a dose do filtrado ainda € desconhecida, sabemos que ele influencia
diretamente no controle da Salmonella Heidelberg, no entanto estudos sobre sua
composicdo e quantidade sdo necessarios.

Assim esta pesquisa demonstra que os Lactobacillus spp. trazem beneficios
na saude do hospedeiro (FERREIRA, KUSSAKAWA, 1999) e reduzem a quantidade
de microrganismos indesejaveis no intestino (NADER DE MARCIAS et al, 1993).
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CONCLUSAO

Houve a comunicagéo bacteriana entre os Lactobacillus spp. de referéncia e
os isolados de campo, tanto no experimento in vitro quanto no experimento in vivo,
portanto o quorum sensing ocorre entre cepas de Lactobacillus spp. diferentes na

microbiota intestinal de frangos de corte.
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ANEXO 1

Andlise de variancia entre os grupos e as coletas (valores de P).
Grupos L | L+l SH

Colheital Lacto 0.9296 0.0703 0.0193
Filtrado 0.9296 0.0575 0.0151
Lacto 0.0703 0.0575 0.0017
Filtrado
SH 0.0193 0.0151 0.0017

Colheita2 Lacto 0.1711 0.1711 0.1575
Filtrado 0.1711 0.5961 0.8251
Lacto 0.1711 0.5961 0.7573
Filtrado
SH 0.1575 0.8251 0.7573

Colheita3 Lacto 0.6911 0.3311 0.2327
Filtrado 0.6911 0.9648 0.4797
Lacto 0.3311 0.9648 0.5660
Filtrado
SH 0.2327 0.4797 0.5660
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Foi realizada analise de variancia para comparacdo dos 4 grupos nas 3 coletas

(P<0,05).
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