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Goncalves, G.A.M. Utilizacao de bacteriofagos em associacao com
Lactobacillus no controle de Salmonella enterica subs. enterica sorotipo
Typhimurium antibiético-resistente em frangos de corte (Gallus gallus
domesticus - Linnaeus, 1758). Botucatu, 2009. 101p. Dissertagdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria — Clinica Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O presente estudo avaliou a eficacia da utilizacdo do bacteriéfago P22 em
associagao com probidtico constituido por cepas de Lactobacillus acidophilus, L.
fermentum, L. reuteri e L. salivarius produtoras de bacteriocinas no tratamento
experimental de Salmonella Typhimurium (ST) em pintos de corte com um dia de
idade no periodo de sete dias e a capacidade de protecdo apds uma semana do
término do tratamento. Ao longo do experimento monitorou-se a presenca de ST e
do P22 nas fezes, duodeno e cecos utilizando-se a PCR, possiveis alteracoes
morfométricas nas vilosidades duodenais e criptas cecais por avaliacao
histolégica com analisador de imagem digital, bem como a resposta imune inata
por meio da dosagem de imunoglobulina da classe G em soro sanguineo pela
técnica de ELISA e a quantidade de heterdfilos circulantes contendo &anion
superoxidos pelo teste de redugdo de nitro azul de tetrazélio. Os tratamentos
eliminaram a ST dos intestinos das aves, tendo as aves apresentadas aumento
de vilosidades duodenais, criptas cecais e também do ganho de peso, nédo
exacerbando a resposta imune inata. Houve também atividade imunoestimuladora
sistémica por parte dos Lactobacillus e verificou-se que pintos de corte com um
dia de idade apresentam resposta imune inata inicial incompetente com inicio de
reatividade a partir de trés dias de idade.

Palavras-chave: Fagoterapia, probiético, Salmonella, saude aviaria



Goncalves, G.A.M. Use of bacteriophages in association with Lactobacillus in
control Salmonella enterica subs. enterica serotype Typhimurium antibiotic-
resistent in broiler chicks (Gallus gallus domesticus - Linnaeus, 1758).
Botucatu, 2009. 101p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria — Clinica
Veterindria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The present study evaluated the efficacy of utilizing the bacteriophage P22 in
association with probiotic constituted by strains of Lactobacillus acidophilus, L.
fermentum, L. reuteri and L. salivarius that produce bacteriocins in experimental
seven-day treatment of Salmonella Typhimurium (ST) in one-day-old broiler chicks
and the protection capacity one week after termination of treatment. The presence
of ST and P22 were monitored in feces, duodenum and cecum throughout the
experiment by PCR, possible morphometric alterations in duodenal villi and cecal
crypts by histology with a digital imaging analyzer, as well as innate immune
response by dosing of class G immunoglobulin in blood serum by the ELISA
technique and quantity of circulating heterophils containing superoxide anions by
the nitro blue tetrazolium reduction test. The treatments eliminated ST from bird
intestines, and increased duodenal villi, cecal crypts and weight gain without
exacerbating innate immune response response. There was also systemic
immunostimulative activity on the part of Lactobacillus and it was verified that the
one-day-old broiler chicks presented an incompetent initial innate immune
response with reactivity commencing at the age of three days.

Key words: Phagoterapy, probiotic, Salmonella, avian health. Poultry health.
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1. Introducao

A constante evolugdo técnica pela qual passa a avicultura industrial tem
possibilitado a obtencdo de produtos avicolas de baixo custo, saudaveis e
altamente nutritivos (ANDREATTI FILHO et al, 1999). O seu desenvolvimento
ocorreu logo ap6s a segunda guerra mundial, representando uma nova fonte
alternativa de proteina animal de facil e rapida producdo (MACHADO, 2000).

Estudos recentes relatam que os antimicrobianos comerciais usados como
promotores de crescimento, podem alterar a efetividade dos cultivos da excluséo
competitiva (HUMBERT et al., 1991), adquirindo efeito adverso sobre a eficacia
da protecdo em pintos recém-nascidos (NURMI & RANTALA, 1974). O uso
indiscriminado destes produtos na dieta das aves, constituidos por
quimioterapicos em doses sub-terapéuticas por quase toda vida do animal,
apresentam algumas contra indicagbes devido ao desenvolvimento de populacdes
bacterianas resistentes (MACHADO, 2000), sendo que, o aumento mundial da
resisténcia bacteriana faz com que se procure uma alternativa para o combate
das doencas, sendo a terapia bacteriofagica uma opcao (SKURNIK & STRAUCH,
2006).
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2. Revisao de Literatura

2.1. A salmonelose

Com a grande expansdo da industria avicola, a salmonelose tornou-se
fator limitante na criacdo de aves, adquirindo importancia relevante, pois as
perdas econbmicas estdo presentes em todas as fases, da producdo ao
consumidor final. Salmonelose é o termo que designa um grande grupo de
doencas aviarias agudas ou cronicas, causadas por um ou mais membros do
género Salmonella (GAST, 1997; ANDREATTI FILHO, 2007). As aves
contaminadas tornam-se portadoras intestinais, eliminando o microrganismo via
fezes por longo periodo de tempo. Os frangos assim contaminados introduzem a
bactéria no abatedouro. As implicacdes epidemiolégicas e econdbmicas das
infecgcbes alimentares em humanos podem alcancar grande magnitude. A
crescente incidéncia se deve a ingestdo de produtos de origem aviaria
contaminada e/ou indevidamente preparados, visto que as aves sao
reservatérios de Salmonella (GAST, 1997; TOOD, 1997).

A salmonelose é uma doenga provocada por bactérias do género
Salmonella, bastonete Gram negativo, medindo em média 0,7-1,5um de largura e
2-5um de comprimento, anaerobia facultativa e flagelada pertencente a familia
Enterobacteriaceae com duas espécies atualmente reconhecidas, S. bongori,
usualmente isolada de animais de sangue frio, e S. enterica, isolada de animais
de sangue quente, que apresenta seis subespécies (enterica, salamae, arizonae,
diarizonae, houtanae e indica), com aproximadamente 2500 sorotipos, sendo 0s
sorotipos Pullorum e Gallinarum especificos de aves (EUZEBY, 1999; GAST,
1997; HOLT et al., 1994; ANDREATTI FILHO et al., 2001).

E uma bactéria que apresenta um comportamento quimiorganotréfico,ou
seja, com metabolismo respiratério e fermentativo, podendo catabilizar alguns
carboidratos produzindo acidos e gas. Bioquimicamente a Salmonella é produtora
de H.S, nao hidrolisa uréia, apresenta provas de oxidase, indol e Voges-

Proskauer negativa, catalase, vermelho de metila e Simmons citrato positivas,



descarboxila lisina, ornitina e arginina diidrolase (esta ultima apresenta variancia
entre as cepas), reduz nitrato, cresce em KCN, com utilizagdo de malonato
variavel e fermenta os carboidratos L-arabinose, D-glicose (com producao e gas),
maltose, D-manitol, D-manose, L-ramnose, D-sorbitol, trealose e D-xilose
(MALLINSON & SNOEYEMBOS, 1989; HOLT et al., 1994).

A ocorréncia de Salmonella em granjas tem sido muito comum (SILVA &
DUARTE, 2002), podendo causar trés doencas distintas em aves: pulorose, cujo
agente € a S. Pullorum, tifo aviario, causado pela S. Gallinarum, e paratifo aviario,
causado por outros sorovares (BERCHIERI JUNIOR, 2000). Entre os anos de
1970 e 1990 os sorotipos mais prevalentes isolados no Brasil foram o Anatum e
Typhimurium e entre os anos de 1991 a 1995 a S. Enteritidis passou a ser isolada
com freqUéncia, principalmente em ovos, aves (matrizes) e amostras ambientais
(TAUNAY et al., 1996; TAVECHIO et al.,, 1996). Apés o ano de 1997 ja era
facilmente isolada (SILVA & DUARTE, 2002) tendo predominado entre todos os
sorovares isolados entre 1994 e 1999 pelo Laboratério de Ornitopatologia da
FMVZ de Botucatu, SP (ANDREATTI FILHO et al., 2001).

A Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo Typhimurium é um
sorovar comum em aves. Depois de Pullorum e Gallinarum, e ao lado de
Enteritidis, € o sorovar mais importante na causa de paratifo aviario. Ambos os
sorotipos sao atualmente os que mais causam infec¢des paratiféides em aves no
Brasil e EUA, sendo os principais responsaveis por infecgdes alimentares no
homem (GAST, 1997; HOFER et al., 1997; EUZEBY, 1999; CENTERS FOR
DISEASES AND CONTROLS, 2009). Outros sorotipos comumente isolados sao
Agona, Anatum, Cubana, Hadar, Heidelberg, Mbandaka, Montevideo e
Senftenberg (ANDREATTI FILHO, 2007).

Em aves, infec¢bes paratiféides sdo mais comuns em animais jovens,
podendo ocasionalmente acometer individuos adultos em situagdes estressantes
ou concomitante a outras doencas, dieta e/ou manejo inadequados.
Normalmente, sorovares paratifdides colonizam o trato intestinal sem determinar
qualquer sintomatologia, no entanto pode ocorrer mortalidade e retardo no
crescimento. Em casos de quadro severo, a infeccdo paratifdide pode ser

confundida com a pulorose ou mesmo com outras infecgdes bacterianas



causadoras de septicemia aguda (BERCHIERI JUNIOR, 2000; ANDREATTI
FILHO, 2007).

Mesmo os sorovares paratifoides sendo inespecificos, eles podem se
adaptar as aves e desta forma persistir no intestino dessas, o que possibilita
uma possivel futura contaminacao de carcaca e ovos. Pelo fato dos produtos de
origem avicola ser comumente implicados em surtos de salmonelose humana,
vem-se maximizando a importancia dos sorovares paratiféides no contexto
amplo da avicultura industrial, pois enquanto Pullorum e Gallinarum determinam
sérios prejuizos a producdo avicola e ndo se relacionam com a doenga em
humanos, os paratiféides contrapéem essas caracteristicas, sendo responsaveis
por graves doencas em humanos (ANDREATTI FILHO, 2007).

A aceitagdo da avicultura industrial como fonte de alimento, oferecendo
carne e ovos, faz com que sejam necessarios estudos para elaboracdo de
programas de prevengado e controle de salmonelose, evitando a enfermidade na
ave e a infeccdo alimentar em seres humanos (BERCHIERI JUNIOR, 2000),
sendo que experimentos demonstram a efetividade da fagoterapia na redugao de
S. Enteritidis em carcacas contaminadas (GOODE et al., 2003) e S. Enteritidis e
S. Typhimurium em flora cecal (BERCHIERI JUNIOR et al., 1991; FIORENTIN et
al., 2005).

2.2. Fagoterapia

O fenbmeno de bacteriofagia foi observado em 1915 por Frederick W.
Twort e em 1917 por Félix d’Herelle, sendo melhor compreendido por André
Gratia em 1921, pois até entdo nao se sabia exatamente a natureza dos
bacteridfagos, também chamados de fagos (BIER, 1984; DUBLANCHET &
FRUCIANO, 2008). Hoje se sabe perfeitamente que os fagos sao virus que
infectam bactérias, sendo conhecidos cerca de 2700 fagos, cuja morfologia varia
entre as formas cubica, flamentosa ou pleomérfica, contendo DNA de fita dupla
ou RNA de fita simples em sua carga genética (BRADLEY, 1967; BIER, 1984;
ACKERMANN, 1987). Os fagos sao taxonomicamente organizados na ordem
Caudovirales, virus com presenca de cauda, e distribuidos em 13 familias com



caracteristicas morfolégicas e genomas distintos (NELSON, 2004; HANLON,
2007).

Bacteriéfagos sao predadores naturais de bactérias e comumente
encontrados no meio ambiente, onde o seu uso como biocontroladores € uma boa
opcao para a reducao de Salmonella (ROHWER & EDWARDS 2002;
ATTERBURY et al., 2007). Os bacteriéfagos sdo especificos no que concerne a
célula hospedeira, sendo que para cada espécie de bactéria existem fagos
especificos que s6 causam danos a sua prépria célula hospedeira, enquanto nao
causam danos a outras espécies bacterianas (MAYR & GUERREIRO, 1981). A
utilizacédo terapéutica de bacteriéfagos foi proposta e efetuada com sucesso por
D’Herelle (BIER, 1984), mas com a descoberta dos antibiéticos e quimioterapicos
acabou sendo esquecida e usados apenas em estudos de virologia (MAYR &
GUERREIRO, 1981) e mais recente os bacteridfagos tem sido empregados para
monitoramento e identificacdo de microrganismos (REES & VOORHEES, 2005;
MANDILARA et al., 2006).

Do ponto de vista de infecciosidade e das relagbes com o hospedeiro
reconhecem-se dois tipos de fagos: o litico, que no final do seu periodo de
incubagdo causa o rompimento da célula hospedeira, e o lisogénico, que
apresenta uma infecc¢ao inaparente (YOUNG, 1992; HANLON, 2007). Para ambos
os tipos a infecgcédo se inicia com a adsorcao e introducdo do genoma fagico no
interior da bactéria hospedeira. O fago de ciclo litico segue por um periodo
vegetativo, periodo onde ha a replicagdo genémica e o encapsulamento das
progénies, seguido da lise celular, onde ocorre a liberacdo das progénies
infectantes. Ja o fago de ciclo lisogénico incorpora 0 seu genoma ao bacteriano
(recebendo o nome de profago) e se mantém inativo. Quando a célula hospedeira
se replica o profago € repassado para as células filhas (processo chamado de
lisogenia) e ap6s uma (até varias) replicacdo o profago pode ser estimulado
desprendendo-se do genoma bacteriano e iniciando um ciclo litico (LENSKI, 1988;
HANLON, 2007).

Os primeiros passos para a infeccao é a identificacdo e fixacao do
bacteri6fago na superficie da célula hospedeira (BERGET & POTEETET, 1980;
LENTZ, 1990). O bacteriéfago P22 é um fago lambddéide parasita de Salmonella
que, como muitos virus animais, utiliza carboidratos de superficie como

receptores para realizar a adsorcdo. Sua adesina € uma proteina homotrimérica
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de 215kDa localizada na ponta de sua cauda, sendo que existem seis caudas de
13nm fixadas em um Unico vértice do capsideo (ISRAEL, 1978; BAXA et al.,
1996).

Por meio da cauda, o P22 reconhece a sequiéncia do antigeno somatico
na membrana lipopolissacaridica dos sorovares de Salmonella patogénicos
pertencentes ao sorogrupo A, B1 e Dy. Seus antigenos somaticos apresentam
em comum uma corrente trissacaridica em cadeia de unidades repetitivas de a-
D-manose-(1—4)-o—-L-raminose-(1—3)-a-D-galactose-(1—4), diferindo apenas
na dideoxihexose localizada no C-3 da manose (BAXA et al., 1996). A cauda do
P22 possui uma atividade de endoglicosidase, responsavel pela clivagem,
hidrolizando os polissacarideos do antigeno somatico nas ligagcdes raminose-
galactose a (1—3)-glicosidicas produzindo dimeros de unidades repetitivas do
produto principal, sendo que esse sistema receptor-inativador € comum em
bacteriofagos polissacarideos-especificos (LINDBERG, 1977; BERGET &
POTEETET, 1980). Uma vez realizado, esse processo € irreversivel (ISRAEL,
1978).

A lise fagica é mediada por endolisinas, que podem ser de varios tipos
enzimaticos (lisozimas, amidases e/ou transglicosilases). Atacam sitios
glicosidicos (lisozimas e transglicosilases) ou sitios peptidicos (amidases) e,
quando associados conferem maior rigidez mecanica na degradacao da parede
peptidoglicanica das bactérias. Estas enzimas s&o utilizadas tanto para a
invasdo na célula hospedeira como também para a liberacdo das progénies
(YOUNG, 1992).

Em fagos lambdoides os genes responsaveis pela producao de enzimas
sdo transcritos por um unico promotor, designado Pgr’ (HERSKOWITZ &
SIGNER, 1970). O cistron, promotor-proximal de transcricao, é constituido pelos
genes de lise S, R e Rz, que também sao necessarios para a formacao do
capsideo e da cauda (DANIELS et al., 1983). O grupo génico SRRz, contém o
fragmento EcoRI-Clal (YOUNG, 1992), usado como um cassete de lise celular
em técnicas laboratorias (GARRET et al, 1981; CRABTREE & CRONAN
JUNIOR, 1984; JANG et al., 2007).

O gene R, codifica a transglicosilase, também conhecida como endolisina

que, semelhante a lisozima, hidrolisa os receptores glicosidicos na camada
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peptideoglicana da parede celular (BIENKOWSKA-SZEWCZYK et al., 1981). O
gene S é responsavel por alterar a permeabilidade da membrana plasmaética,
permitindo assim que a endolisina se infilire e atinja os receptores glicosidicos
(SMITH et al., 1998). Ja a funcdo do gene Rz, apesar de estar presente em
quatro fagos lambddides (A, P22, 21 e PA-2), ainda ndo tem sua funcao
claramente conhecida (ZHANG & YOUNG, 1999).

A fagoterapia apresenta muitas vantagens sobre a antibioticoterapia: (1) é
eficiente contra bactérias patogénicas resistentes a antimicrobianos devido a
inducdo da bacteridlise diferir completamente da acao destes; (2) por ser
hospedeiro-especifico ndo ha infeccdo de outras bactérias; (3) apresenta a
capacidade de responder rapidamente a formacdo de fago-resisténcia do
hospedeiro pelo fato dos fagos também apresentarem a capacidade de sofrer
mutacao; (4) o custo de desenvolvimento de uma fagoterapia € mais barato que o
de desenvolvimento de novos antimicrobianos; e (5) porque os fagos ndo afetam
células eucaridticas, onde efeitos colaterais do seu uso s&o incomuns
(MATSUZAKI et al., 2005).

A fagoterapia tem sido testada com éxito no tratamento de Acinetobacter
baumanii, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus (SOOTHILL, 1992),
Vibrio vulnificus (CERVENY et al., 2002), Enterococcus faecium (BISWAS et al.,
2002) e Escherichia coli patogénica em aves, ratos, bezerros e humanos com
reducdo de sintomatologia e da mortalidade (BARROW et al., 1998; BRUSSOW,
2005). Varios estudos tém sido realizados na avaliacdo do uso de fagos para
reducdo de Salmonella em aves. A acao fagica apresentou bons resultados no
tratamento experimental in vitro em produtos como pele (GOODE et al., 2003) e
carcacga (HIGGINS et al., 2005; BIELKE et al., 2007) e também in vivo por via oral
em pintos (FIORENTIN et al., 2005; ATTERBURY et al., 2007; ANDREATTI
FILHO et al., 2007), por aspersdao (BORIE et al., 2008) e em conjunto com
produtos de exclusdo competitiva (TORO et al., 2005).

2.3. Exclusao competitiva e probiéticos

A microbiota intestinal das aves € composta de inumeras espécies

bacterianas que formam um sistema complexo e dindmico responsavel por
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influenciar decisivamente em fatores microbioldgicos, imunoldgicos, fisiolégicos e
bioquimicos no hospedeiro, podendo ser modulada pela composicdo da dieta
(TANNOCK, 1998).

O efeito protetor da microbiota intestinal contra a colonizagéo por patégenos
€ conhecido ha muitos anos e tem sido amplamente aceito (PARRA, 1994). Esta
habilidade de protegdo conhecida como exclusdo competitiva, foi primeiramente
descrita por Esko Nurmi na Finlandia, em 1973, relatando que dosagem oral da
microflora nativa de aves adultas livres de Salmonella spp. podem proteger as
aves contra microrganismos patogénicos (NURMI & RANTALA, 1973). O termo
exclusdo competitiva € a inabilidade de uma populagdo de microrganismos em
estabelecer-se no intestino, em razao da presenca de outra populacéao bacteriana.
Ou uma populacdo de microrganismos apresenta maior sucesso ao estabelecer-
se em um determinado ambiente, ou ela é produtora de algum metabdlito que
seja toxico para outra populagdo microbiana (DAY, 1992).

Os produtos de exclusao competitiva basicamente sado originados do
cultivo integral da microbiota intestinal, ja probiéticos sao culturas puras ou
compostas de microrganismos vivos previamente identificados, que quando
fornecidos ao homem ou aos animais, beneficiam o hospedeiro pelo estimulo
das propriedades existentes na microbiota natural (FULLER, 1989; HAVENNAR
et al.,1992).

As bactérias da microbiota intestinal e/ou probidticos podem produzir uma
variedade de substancias antimicrobianas. S&o muitas as bactérias e leveduras
que podem ser usada de forma benéfica para manter uma microbiota digestiva
saudavel e equilibrada (COCCONCELLI, 1993). Os efeitos benéficos destes
microorganismos sdao mediados por uma acao antagbnica direta sobre alguns
grupos especificos de bactérias Gram-positivas e negativas, leveduras, fungos,
protozoarios e até alguns virus (AXELSON et al., 1989; FULLER, 1989). O uso
de probidticos na dieta de aves contribui na manutencao de um ecossistema
intestinal estavel, impedindo a colonizagdo de bactérias patogénicas (SANDLER
et al., 1969; STUART, 1984).

Bactérias acido-laticas como Lactobacillus, Pediococcus, Bacteroides,
Bifidobacterium e Enterococcus, além de espécies como Bacillus, Streptococcus
e Escherichia coli, podem ser selecionadas para serem utilizadas como
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probidtico, em combinacdo ou isoladas, baseando-se na avaliacdo de produtos
metabdlicos e pelo potencial de colonizagdo em sitios especificos (FRETER et
al., 1983; GIL-TURNES et al., 1999).

Dentre estas bactérias Lactobacillus séo as mais conhecidas na industria
avicola. As espécies de Lactobacillus apresentam varios mecanismos que inibe
0 crescimento e podem até matar Salmonella, além de varias outras espécies de
bactérias. Em primeiro lugar, h4 a competicao direta com bactérias patogénicas
por sitios de adesdo nas superficies epiteliais do intestino e também por
nutrientes disponiveis no lumen intestinal (FULLER, 1989). Além disso, a
eficiéncia do espectro de acao também é ampliada devida a producdo e
liberacdo de alguns produtos metabdlicos que apresentam atividade
antimicrobiana que incluem: acidos organicos, como acido latico e acético, que
alteram o pH Iluminal a ponto de impossibilitar a sobrevivéncia de
microrganismos patogénicos; HxO,, que inibe o crescimento de patdgenos
devido ao efeito oxidativo que lesiona as proteinas e destréi os acidos nucléicos
das células bacterianas; além de produzirem proteinas complexas denominadas
bacteriocinas, um produto resultando do catabolismo do &cido latico com agao
bactericida que podem inativar e até matar outras espécies bacterianas (PRICE
& LEE, 1970; GILLINAND & SPECK, 1972; DAHL et al., 1989; FULLER, 1989;
MICHAEL et al., 1997; LIMA & ANDREATTI FILHO, 2005; LIMA et al., 2007).

As bacteriocinas sdo pequenas proteinas catibnicas heterogéneas com
cerca de 30 a 60 aminoacidos, onde o espectro de agédo, peso molecular,
propriedades bioquimicas e produgdo variam entre as espécies produtoras
(LIMA & ANDREATTI FILHO, 2005). O mecanismo de acdo das bacteriocinas
ocorre em duas fases. A primeira é a de adsorcao da bacteriocina a receptores
especificos e ndo especificos da membrana celular da bactéria alvo. A segunda
fase é irreversivel e envolve alteragbes letais na permeabilidade da membrana
(MONTVILLE et al., 1995). O mecanismo dessa agao € mediado por um colapso
na forca motriz da bomba de préton que desestabiliza a integridade da
membrana citoplasmatica, como um efeito detergente (BRUNO et al., 1992).

Outro fator muito importante é que o tratamento com Lactobacillus spp.
apresenta um efeito imunoestimulante na mucosa intestinal (SIMON et al.,
2001). A presenca de Lactobacillus atrai linfocitos a lamina prépria intestinal
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(LILLEHOJ & CHUNG, 1992; NOUJAIM et al., 2008) e estimula a sintese
intestinal de IgA pelo sistema imune aumentando a resisténcia a doencas
(PULVERER et al., 1990; OKAMOTO et al., 2007).

Além de trazerem beneficios a saude do hospedeiro, os produtos de
exclusdo competitiva e probidticos sdo vantajosos por ndo deixarem residuos
nos produtos de origem animal e ndo favorecem resisténcia as drogas (SILVA &
ANDREATTI FILHO, 2000).

2.4. O heterofilo e sua acao na resposta imune inata

O heteroéfilo, de natureza homoéloga ao neutréfilo nos mamiferos, € de
formato arredondado com citoplasma transparente contento granulos
eosinofilicos e um nucleo multilobulado com agrupamentos densos de cromatina
(CAMPBELL, 1995). E a célula polimorfonuclear leucocitaria mais abundante em
aves apresentando acao fagocitaria primaria na resposta inflamatéria contra
agentes infecciosos como bactérias e fungos (MONTALLI, 1988; CAMPBELL,
1995; MAXSWELL & ROBERTSON, 1998), podendo chegar ao local infectado
apo6s 30 minutos do estimulo inicial (KOGUT et al., 1994, HE et al., 2003).

A invasao da mucosa intestinal pela Salmonella estimula um recrutamento
massivo de células polimorfonucleares nos sitios inflamatérios da lamina prépria,
sendo o heterdfilo atraido pelas quimiocinas resultantes da interacao parasito-
hospedeiro (PORTER JUNIOR & HOLT, 1993; MCCORMICK et al., 1995).

O heteréfilo modula a resposta imune inata aguda realizando rapida
fagocitose do agente invasor, produzindo metabdlitos de oxigénio e enzimas
proteoliticas, sendo importante fator no combate a infec¢des sistémicas de
Salmonella em aves recém-nascidas (KOGUT et al., 2001; SWAGGERTY et al.,
2003; SWAGGERTY et al, 2005). A capacidade de gerar metabdlitos de
oxigénio pelo heterdfilo aviario ja foi demonstrado por Desmidt et al. (1996),
Farnell et al. (2003) e He et al. (2003). Na acao heterofilica durante a fagocitose
0 mecanismo bactericida é primariamente nao-oxidativo, sendo mediado por

lisozimas e proteinas catidnicas, principalmente B-defensina (HARMON, 1998).
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3. Objetivo

O presente estudo verificou a eficiéncia de um tratamento organico
baseado na aplicagdo de fagoterapia em associagdo com o uso didrio de
probidtico contra infecgdo experimental de Salmonella Typhimurium, monitorando
a eliminagdo de Salmonella e bacteriofagos durante e apds o tratamento,
analisando a resposta imune inata e humoral, alteracbes do tamanho das
vilosidades duodenais e criptas cecais em paralelo com altera¢cdées do indice de
massa corporal das aves e a capacidade de protecéo contra re-infecgao.
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4. Material e métodos

4.1. Delineamento experimental

Utilizou-se no experimento 404 aves de corte (Gallus gallus domesticus)
com um dia de idade, da linhagem Avian Farm, provenientes de matrizes nao
imunizadas contra Salmonella spp., que foram alojadas no infectério do
Laboratério de Ornitopatologia do Departamento de Clinica Veterinaria da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista
(FMVZ-UNESP), Campus de Botucatu-SP, em gaiolas de metal com aquecimento
controlado e constante, 4gua e racgao livres de quimioterapicos ad libitum., sendo
contatado a auséncia de Salmonella spp. por analise microbiolégica prévia no
inicio do experimento. As aves foram divididas em dois experimentos conforme os

seguintes protocolos:

Experimento I:

O primeiro experimento utilizou 384 aves divididas em oito grupos de 48
individuos onde se realizaram as analises referentes a monitoria de Salmonella e
bacteriéfago, resposta imune inata, avaliagdo da recuperagcdo do tamanho das
vilosidades duodenais e criptas cecais, indice de massa corporal das aves
durante os tratamentos. Os oito tratamentos foram distinguidos conforme o

in6culo recebido (Tabela 1).

Tabela 1. Identificagcdo dos grupos experimentais de acordo com o tratamento

realizado.
Tratamento Inéculo

A Controle*
B Salmonella Typhimurium
Cc Probiético
D Bacteri6éfago P22
E Salmonella Typhimurium e probidtico
F Salmonella Typhimurium e bacteriéfago P22
G Salmonella Typhimurium, probiético e bacteriéfago P22
H Probidtico e bacteri6fago P22

*Grupo que nao recebeu nenhum tratamento.
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No primeiro dia as aves dos tratamentos B, E, F e G foram desafiadas com
in6culo de Salmonella por via intra-esofagica. Trés horas apds o inéculo de
Salmonella os tratamentos D, F, G e H receberam o tratamento com o
bacteriéfago e nos tratamentos C, E, G e H um mix de Lactobacillus na
concentragdo de 1:1:1:1 por via intra-esofagica, sendo o tratamento com
Lactobacillus administrado diariamente até o sétimo dia, com intervalo de 24
horas. Os tratamentos B, F, G e H receberam um in6culo de bacteri6fagos por via
oral, intraventricular (com o uso de agulha de gavagem) e por via cloacal (por
enema com 0 uso de sonda flexivel) também apos trés horas depois do indculo
inicial de Salmonella.

As coletas para analise foram realizadas a cada 48 horas contadas ap6s o
inicio dos tratamentos, totalizando quatro coletas: | — 0 hora, |l — 48 horas, Il — 96
horas, IV — 144 horas. Em cada coleta foram removidas 12 aves por tratamento
para colheita, processamento e avaliacdo dos dados experimentais, sendo as
avaliacOes individuais por amostra coletada.

Experimento Il:

Utilizou-se 20 aves, tendo-se repetido o tratamento G do experimento |,
sendo que apds o término dos indculos de probidtico esperou-se sete dias,
realizando-se um novo inéculo por via oral de Salmonella. Ap6s 24 horas do
segundo inéculo de Salmonella fez-se a analise microbiolégica para constatar sua

presencga de nos cecos das aves.
4.2. Cultivo e aplicacao do inoculo de Salmonella Typhimurium

Utilizou-se cepa de Salmonella Typhimurium mutante resistente a acido
nalidixico (ST-Nal®), isolada de figado e cecos de aves comerciais no Laboratério
de Ornitopatologia da FMVZ-UNESP/Botucatu-SP, sorotipado pelo Instituto Adolfo
Lutz/Sdo Paulo-SP. Esta resisténcia foi desenvolvida por meio de cultivo
sucessivo da amostra em agar verde brilhante (AVB) contendo 100 pg/mL de
acido nalidixico. A cultura foi preparada por meio do cultivo em caldo infusdo de
cérebro coragao (BHI) e incubada a 40°C por 24 horas.
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Antes do inéculo desafio quantificou-se por meio da determinacdo do
nimero de unidades formadoras de colénia (UFC) de ST-Nal®, realizada com
diluicbes decimais seriadas em solu¢do tampéao de salina fosfatada (PBS) com pH
7,2. Destas diluicées, 0,1mL foi plagueado em placas de Petri contendo AVB
acrescido de Nal na quantidade de 100 pg/mL e cultivado por 24 horas a 40°C. As
aves desafiadas receberam 0,5mL da cultura desafio com 4 x 10* UFC/mL de ST-
Nal®.

4.3. Cultivo e aplicacao do indculo de probidtico

Utilizou-se para compor o probidtico cepas de Lactobacillus acidophilus, L.
fermentum, L. reuteri e L. salivarius, isoladas de ingluvio e cecos de matrizes
pesadas de linhagem comercial em producdo. As amostras foram identificadas
pelo Laboratério de Ornitopatologia da FMVZ-UNESP/Botucatu-SP por meio da
técnica multiplex PCR. As cepas de Lactobacillus foram inicialmente incubadas
em caldo DeMan-Rugosa-Sharpe (MRS) em condi¢cdes de anaerobiose a 37°C
por 24 horas e em seguida semeadas em agar MRS sendo re-incubadas em
condi¢cées de anaerobiose a 37°C por 24 horas. Comprovou-se o efeito inibitdrio
das cepas de Lactobacillus sobre a amostra de Salmonella utilizando-se testes “in
vitro” com os métodos Spot-on-the-lawn e por difusdo em pogos, conforme Lima
et al. (2007). Para o inéculo utilizou-se amostras frescas, ou seja, cultivavam-se
as amostras todos os dias anteriores as datas dos respectivos inéculos. Cada
espécie foi cultivada separadamente e realizava-se o mix das espécies antes de
se realizar o inéculo nas aves. Sempre ap6s a mistura das espécies realizavam-
se as diluicdes decimais de cada uma das cepas para quantificacdo das UFC,
tendo diferido da técnica utilizada na determinagdo da ST-Nal® pelo uso de agar
MRS no plaqueamento e na temperatura de cultivo (37°C). As aves receberam
indculos de 0,5mL do mix com média diaria de 6 x 10° UFC/mL de Lactobacillus.

4.4. Cultivo e aplicacao do inéculo de bacteriofago
Utilizou-se uma cepa do bacteriéfago P22 (ATCC 19585-B1), cedida pela

Embrapa Agroindustria de Alimentos/Rio de Janeiro-RJ. Para cultivar o
bacteriéfago P22 (P22) adicionou-se 1mL de caldo Nutriente acrescido de 0,5%
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de NaCl contendo o P22, 3mL de pré-cultivo turvo de ST-Nal® em caldo Triptona
de Soja em dupla concentragcao (TSB2x) a SmL de TSB simples. Ap6s 4 horas em
cultivo a 40°C filtrou-se o caldo com microfiltro de seringas (porosidade de 0,22um
de didmetro) e em seguida realizou-se a contagem de unidades formadoras de
placa (UFP) para quantificar a concentracdo de P22. Primeiramente realizou-se
diluicdo seriada de 100uL do caldo filtrado em microtubos de polipropileno
contendo 0,9mL de PBS de 17" a 17'° desprezando 100pL do Gltimo microtubo. Em
tubo de ensaio diluiu-se 1mL de um pré-cultivo de ST-Nal® em TSB2x em 9mL de
PBS. Apos as diluigbes adicionou-se o conteudo de cada microtubo e 100uL da
ST 1:9 em tubos de ensaio contendo 3mL de agar Soft (mantido em banho-maria
a 50°C) e apés rapida homogeneizacao do conteudo este foi distribuido em placa
de Petri estérii e mantido em repouso sob temperatura ambiente para
solidificacdo. As placas de Petri foram incubadas a 40°C por 24 horas para
realizacédo da leitura e contagem das UFP, tendo os indculos a concentragdo de 3
x 10'® UFP/mL A dosagem administrada por via oral foi de 0,5mL, a gavagem de
0,3mL e 0 enema de 0,2mL.

4.5. Avaliacao da resposta imune inata e humoral

Para as analises colheitou-se 200uL de sangue das aves por puncao
venosa da veia jugular, com o uso de seringa de 1mL e agulha 0,45 x 13mm
estéreis. Dividiram-se as amostras em duas aliquotas de 100uL, uma para a

analise da resposta imune inata e outra para a resposta humoral.
4.5.1. Resposta imune inata

Para avaliagdo da resposta imune inata monitorou-se a atividade de
exploséo respiratoria heterofilica através do teste de Nitro azul de tetrazélio (NBT)
em conjunto com leucograma, conforme o procedimento adaptado de Ciarlini et
al. (2005). Ap6s a colheita e antes da divisdo das amostras sanguineas
anteriormente citadas, fez-se esfregaco sanguineo de cada amostra e apés a
aplicacao de coloracao rapida tipo Romanowisk realizou-se a leitura de contagem
diferencial de leucécitos em microscépio 6tico com aumento de 100x sob imersao.

Paralelamente a realizagdo da contagem diferencial de leucécitos, apds a
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realizacdo do esfregaco sanguineo, adicionou-se 1uL de heparina sédica a
aliquota de 100uL de sangue. Ap6s a homogeneizagdo da aliquota de sangue
heparinizado fez-se a contagem de leucdcitos totais manualmente em
hemocitdmetro por meio de macrodiluicao de 10uL de sangue a 1mL de azul de
Toluidina. Para o NBT foram realizadas duas provas: estimulada e nao-
estimulada. Prova estimulada: em microtubo adicionou-se 12,5uL de Nitroblue
Tetrazolium Chloride® (Sigma Aldrich), 0,625uL de Stimulant® (Sigma Aldrich) e
6,25uL de sangue. Apés homogeneizacao incubou-se a amostra em banho-maria
a 37°C por 10 minutos e depois 0 material foi mantido em repouso por mais 10
minutos em temperatura ambiente. Em seguida foram realizados trés esfregagos
sendo estes corados com coloracao rapida tipo Romanowisk para leitura dos
resultados. Prova nao-estimulada: em microtubo de polipropileno adicionou-se
12,5uL de Nitroblue Tetrazolium Chloride® e 6,25uL de sangue, seguindo-se 0
mesmo procedimento da prova estimulada. A porcentagem de células redutoras
de NBT foi estabelecida a partir da contagem de 100 heteréfilos da prova nao-

estimulada.
4.5.2. Resposta humoral

Para avaliacdo da resposta humoral dosou-se a quantidade de
imunoglobulina G (IgG) total das aves com a aplicacdo da técnica de Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA). Apds a separacao da aliquota sanguinea,
o sangue foi centriftugado 5000rpm a 5°C por cinco minutos. Posteriormente
depositou-se 0 soro em outro microtubo e mantido a -20°C até o processamento
do ELISA. Utilizou-se o Chicken IgG ELISA Quantification kit® (Bethyl
Laboratories), tendo-se trabalhado o soro das aves na diluicdo de 1:100.000
determinada conforme o protocolo do fabricante.

Para a sensibilizacdo das placas, primeiramente foi determinado o nimero
de pogos a serem utilizados (sempre analisando as amostras em duplicata).
Inicialmente adicionou-se 100uL em cada pocgo de IgG-Fc de cabra anti-galinha
diluida na proporcéao de 1:100 em solucao tampao Carbonato-Bicarbonato 0,05M
(pH 9,6) e incubou-se a placa em temperatura ambiente por 60 minutos. Apds
descartar-se o material (vertendo a placa) lavou-se com solugéo de lavagem (Tris
50mM, NaCl 0,14M, Tween 20 0,05%, pH 8,0) por trés vezes, secando a placa em



23

seguida. Bloqueou-se a placa adicionando-se 200uL da solucéo de bloqueio (Tris
50mM, NaCl 0,14M, BSA 1%, pH 8,0) em cada pog¢o e incubando-se por 30
minutos, seguido pelo descarte, nova lavagem por trés vezes e secagem.

Prosseguiu-se adicionando 100uL das amostras de soro em cada poco,
incubando-as por 60 minutos seguindo pelo descarte, cinco lavagens e secagem.
Ap6s diluir-se o conjugado em solucédo diluente especifica (Tris 50mM, NacCl
0,14M, BSA 1%, Tween 20 0,05%, pH 8,0) na concentracao de 1:20.000, colocou-
se 100uL em cada poco incubando-se por 60 minutos em camara escura,
seguindo-se pelo descarte, nova lavagem por cinco vezes e secagem. Em
seguida adicionou-se 100pL do substrato enzimatico TMB/H,0.® (Kirkegaard and
Perry, Gaithersburg, MD) incubando-se por 15 minutos e acrescentando-se mais
100uL de solugcdo stop (H.SOs 2M) em cada pogo, sendo a absorbancia
mensurada no comprimento de onda de 450nm em leitora de ELISA automatica
TP-Reader NM (Thermoplate).

Os resultados de deteccdao de IgG obtidos no exame de ELISA em
densidade optica (DO) foram convertidos para coeficiente de ELISA visando
eliminar possiveis variagées da DO, devido a alteragdes na temperatura ambiente
durante as analises. O coeficiente foi obtido pela média da amostra menos a
média do controle negativo, dividido pela média do controle positivo menos a
média do controle negativo, conforme Okamoto et al. (2007):

Coeficiente de ELISA = Média amostra — Média neqgativo
Média positiva — Média negativo

4.6. Avaliacao do indice de massa corporal e mensuracao das vilosidades

intestinais

Para essa avaliacdo primeiramente as aves eram pesadas com 0 uso de
balanca digital de capacidade até 500g e em seguida eram eutanasiadas por
método fisico (conforme a resolugcdo n® 714 de junho de 2002 do Conselho
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Federal de Medicina Veterinaria). As amostras de intestinos foram colhidas do
terco médio duodenal e da porcéo distal do ceco (“fundo cego”) para anélise
morfométrica. Apds a remocgdo das porgdes colhidas da carcaga realizou-se
lavagem do lumen de cada fragmento com a injecdo continua de solugdo de
Bouin para remocéo de bolo intestinal. Apds essa lavagem os fragmentos foram
fixados também em solucdo de Bouin por 24 horas e em seguida realizaram-se
cinco lavagens com alcool 70° e desidratadas em série crescente de alcodis.
Ap6s a desidratagdo foram recortadas, diafanizadas em xilol e incluidas em
parafina. Em cada lamina histolégica foram colocados trés cortes semi-seriados
com 5um de espessura. Os cortes foram corados segundo a técnica da
hematoxilina de eosina. As laminas histolégicas foram analisadas em
microscépico 6ptico modelo Axio Imager A1, ZEISS, equipado com programa de

analise de imagem Axio Vision Software Rel. Versao 4.6.1 (Zeiss Vision).
4.7. Monitoria de ST-Nal®e do P22

A monitoria foi realizada com o uso da técnica de Polymerase Chain
Reaction (PCR), sendo rastreada durante o experimento a presencga de ST-Nal®e
do P22 em cecos e fezes. Apds as andlises realizou-se contraprova por
isolamento microbioldgico convencional. Os cecos foram colhidos no mesmo
momento das demais amostras e as fezes eram recolhidas diariamente do fundo
das gaiolas. Os cecos eram macerados e suspendidos com 25mL de PBS. Apos
“vortexagem” filtrou-se o material para remocao de particulas grosseiras e retirou-
se 1mL do caldo para extracdo do DNA. As fezes foram coletadas de diferentes
pontos do fundo das gaiolas e processadas de forma semelhante aos cecos.
Tanto os cecos como as fezes foram avaliadas em pool.

Para extragdo do DNA das utilizou-se Chelex-100™ (Bio-rad).
Homogeneizou-se 1mL de suspensao de fezes e de cecos em microtubo por meio
de “vortexagem” e em seguida centrifugou-se o material a 3.000rpm durante 10
minutos a 5°C, removendo-se o sobrenadante e desprezando-se o pellet. Coletou-
se aliquota de 100uL do sobrenadante e adicionaram-se 10uL de cloroférmio,
sendo a solugdo homogeneizada manualmente sem movimentos abruptos por 30

segundos. Incubou-se o material por 10 minutos a 5°C.
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Apébs a incubacao centrifugou-se o material a 1.000rpm por 15 minutos a
5°C, retirando-se 30uL do sobrenadante e em microtubo de 0,2mL adicionaram-se
mais 30uL de Chelex-100" a 5% (obtendo-se concentragdo de 1:1). Incubou-se a
solucdo em termociclador a 99°C por 10 minutos e em seguida retirou-se o
sobrenadante contendo DNA livre, desprezando-se o pellet.

As sequéncias de primers foram sintetizadas pela Invitrogen Corporation
(Sao Paulo-SP, Brasil) e suspendidas na concentragdo de 10pmol para utilizacao
no experimento. Para o P22 utilizou-se o gene alvo sieB (iniciador 5’-
ATGGTGGCAGGAGTTAATGC-3’ e reverso 5-CAAACAAATCCCGAACGACT-3)
de 335pb com o seguinte programa de amplificacdo: 1 minuto a 94 °C, 30 ciclos de
amplificacao (30 segundos a 90°C, 30 segundos a 58°C e 60 segundos a 72°C) e
polimerizacao final de 8 minutos a 72°C, conforme Mikasova et al. (2005). Para a
ST-Nal® utilizou-se o gene alvo invA (iniciador 5-TTGTTACGGCTATTTTGACCA-
3" e reverso 5-CTGACTGCTACCTTGCTGATG-3") de 521pb com o seguinte
programa de amplificacdo: 5 minutos a 94°C, 35 ciclos de amplificacao (30
segundos a 94 °C, 30 segundos a 60°C e 30 segundos a 72°C) e polimeracao final
de 4 minutos a 72°C, conforme Swamy et al. (1996). As amplificacées foram
realizadas com 5uL de cada amostra adicionadas a 1uL de cada primer, mais
12,5uL do kit de amplificacao GoTaq® Green Master Mix (Promega) e 5,5uL de
agua miliQ.

Para a contraprova foi realizado isolamento microbiolégico semeando-se o
material processado in natura (ceco e fezes) apds maceracédo e suspendidos em
PBS, em placas de Petri com AVB contendo 100 pg/mL de &cido nalidixico,
realizando leitura ap6s incubacao a 40°C por 24 horas.

4.8. Analise Estatistica

Realizaram-se as andlises dos dados obtidos por meio do programa
SISVAR com o teste Scott-Knott, conforme Ferreira (2000).
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5. Resultados

5.1. Monitoria de ST-Nal®e do P22

Pesquisou-se a presenca do P22 e ST-Nal® nos oito grupos experimentais
e em nenhum, tanto nos cecos quanto nas fezes, re-isolou-se o P22. A ST-Nal®
foi detectada apenas no tratamento B (grupo somente desafiado com ST-Nal®)
nos cecos nas coletas 48 e 96 horas (Tabela 2), sem excrecao fecal. A
constatacdo foi realizada tanto no exame de PCR como na contraprova
microbioldgica por isolamento bacteriano convencional. No segundo experimento

também néo se detectou a presenca de ST-Nal® apés o novo desafio.

Tabela 2. Detecgdo de Salmonella Typhimurium nos cecos pela
técnica de PCR e por isolamento bacteriano nos diferentes
tratamentos.

Periodo apds desafio (horas)

48 96 144
A-Cl - - - -
B-ST - + + -
C-Pb - - - -
D - P22 - - - -
E - ST+Pb - - - -
F - ST+P22 - - - -
G - ST+Pb+P22

H - Pb+P22 - - . -

Cl: controle, ST: Salmonella Typhimurium, Pb: probiético, P22: Bacteriéfago P22.
*Pool de doze aves por tratamento. Negativo: -. Positivo: +.

Tratamento

5.2. Avaliacao da atividade de explosao respiratoria heterofilica

Os dados da leucometria e os valores de heterofilos normais e ativados
estdo expressos na tabela 3 e nas figuras 1 e 2.
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Tabela 3. Média dos valores leucométricos das aves experimentalmente infectadas por
Salmonella Typhimurium e tratadas com probidtico e bacteri6fago P22. Resultados
expressos em células/uL. Leu.T: Leucécitos totais, Het.T: Heterdfilos absolutos, NBT+:
Heterofilos com grénulos de anion superperéxido.

Periodo apé6s desafio (horas)*

Tratamen
atamento 0 48 96 144
Leu.T 5171Aa** 4599Aa 2044Aa 1553Aa
A-Cl Het.T 3023Aa 3064Aa 830Bb 345Bb
NBT+ 0ADb 93Ca 24Bb 18Bb
Leu.T 4040Aa 2038Aa 913AcC 509Aa
B-ST Het. T 2902Aa 1250Bb 673Bc 286Bc
NBT+ OAc 190Aa 100ADb 68ADb
Leu.T 3893Aa 4213Aa 2756Aa 1452Aa
C-Pb Het.T 1908Ba 2536Aa 1836Aa 543Ab
NBT+ OAc 149Ba 88Ab 36Bc
Leu.T 4493Aa 3409Aa 1641Aa 884Aa
D - P22 Het. T 2299Ba 2099Aa 623Bb 236Bb
NBT+ 0Ab 90Ca 35Bb 15Bb
Leu.T 3904Aa 2066Aa 1789Aa 674Aa
E - ST+Pb Het. T 2031Ba 1347Ba 693Bb 379Bb
NBT+ 0Ab 27Da 28Bb 8Bb
Leu.T 3777 1744Aa 1312Aa 673Aa
F - ST+P22 Het. T 2049Ba 1086Bb 704Bb 257Bb
NBT+ OAa 38Da 25Ba 9Ba

Leu.T 3651Aa 1676Aa 1390Aa 598Aa
G - ST+Pb+P22 Het.T 1900Ba 1049Bb 734Bc 209Bc

NBT+ 0Aa 51Da 37Bb 9Bb

Leu.T 4388Aa 3364Aa 2034Aa 568Aa
H - Pb+P22 Het. T 2085Ba 1251Ba 1022Bb 187Bb

NBT+ 0Ac 95Ca 77Bb 16Bc

Cl: controle, ST: Salmonella Typhimurium, Pb: probiético, P22: Bacteriéfago P22.

*Média aritmética de doze repeti¢des por tratamento.

**Letras minUsculas comparam as médias dos tratamentos em cada coleta (coluna) e letras mailsculas
comparam as médias do periodo das coletas (linha). Médias seguidas de pelo menos uma letra igual ndo diferem
significativamente (P > 0,05).

Conforme o célculo de desvio padrao aplicado sobre os valores do grupo
controle (A) obteve-se os seguintes padroes fisiolégicos de normalidade (tabela
4).
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Tabela 4. Desvio padrao dos valores leucométricos das
aves controle (tratamento A). Resultados expressos em
células/uL. Leu.T: Leucécitos totais, Het.T: Heterdfilos
absolutos, NBT+: Hetero6filos com granulos de anion
superperoxido.
Coleta’ Leu. T Het. T NBT+
0 hora 3761-6581  1892-4154
48 horas  2952-5912 1510-3286 22-164
96 horas 1252-2836 362-1132 6-42
144 horas 485-1372 95-595 4-32

*Média aritmética de doze repetigdes por tratamento;

Em um aspecto geral observou-se que em todos os tratamentos as aves
apresentaram um grande numero de leucdcitos na coleta inicial (0O horas) com
uma diminuicdo gradual, sendo que também nao houve presenca de heterofilos
reativos em todos os tratamentos nesta coleta.

Conforme o parametro dos padrbes leucométricos observou-se que o
tratamento B apresentou leucopenia heterofilica na coleta 48 horas, apresentando
heterofilocitose nas coletas 96 e 144 horas, sendo este o tratamento que
apresentou a maior quantidade de heteréfilos reativos no decorrer do experimento
com diferenca significativa sobre os demais grupos. O tratamento C apresentou
leucocitose, heterofilia e grande quantidade de heterdfilos reativos na coleta com
96 horas, sendo que na de 144 horas ainda apresentava tendéncia a heterofilia e
um leve aumento do numero de heterdfilos reativos. O tratamento H também
apresentou leucocitose na coleta de 96 horas, porém discreta. Os demais
tratamentos (de D a G) apresentaram os valores leucométricos dentro da
normalidade, sem diferenca significativa.

O tratamento B foi o grupo que apresentou a maior populacdo de
heteréfilos reativos ao longo do experimento chegando a ter pico de 23,7% da
populacao heterofilica contendo granulos de anion superdxido no seu citoplasma
na coleta com 144 horas (Figura 3). O segundo tratamento que apresentou maior
quantidade de heterdfilos reativos foi o H com pico de 8,5% da populagcéo
heterofilica com 144 horas, seguido pelos tratamentos C e D, com 6,3 e 6,3% de

pico com 144 horas.



Figura 1. Média dos valores leucométricos das aves experimentalmente infectadas por Salmonella
Typhimurium e tratadas com probiético e bacteriéfago P22. Resultados expressos em células/pL.
Leu.T: Leucdcitos totais, Het. T: Heter6filos absolutos, NBT+: Heteréfilos com grénulos de anion

superperoéxido.
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Os tratamentos A e G apresentaram um percentual semelhante ao longo
do experimento, onde também ndo apresentaram diferenga significativa entre si.
O tratamento F foi o grupo que menor apresentou heterdfilos reativos, tendo
ficado abaixo do tratamento A por todo o experimento, tendo um pico de 4% no

coleta com 96 horas.

0000O0O0O0O0

0 a8 L1 144

Periodoapés desafio (horas)

Figura 2. Relacdo percentual da populacdo de heterdfilo normal/heteréfilo reativo entre os
diferentes tratamentos ao longo do experimento. Média aritmética de doze repetigbes por
tratamento.

5.3. Quantificacao de IgG circulante

Todos os tratamentos apresentaram média crescente da producao de IgG
ao longo do experimento (Tabela 6 e Figura 4), sendo que o tratamento B
sobressaiu sobre os demais tratamentos seguido pelo E, que apresentou
diferenga significativa com P<0,05, quando comparado aos tratamentos F e G,
que nao apresentaram diferenca significativa entre si (P>0,05), mas diferiram dos

tratamentos A, C, D e H, que também nao apresentaram diferenca entre si.
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Tabela 4. Deteccdo de IgG de soro sangiiineo das aves experimentalmente
infectadas por Salmonella Typhimurium e tratadas com probiético e bacteriéfago P22.
Resultados expressos em coeficiente ELISA.

Periodo apés desafio (horas)*

Tratamento
0 48 96 144
A-ClI 0.042Aa** 0.070Aa 0.271Ba 0.421Ba
B-ST 0.161Aa 0.460Bb 0.932Cb 2.534Dc
C-Pb 0.040Aa 0.133Aa 0.242Aa 0.509Ba
D - P22 0.034Aa 0.049Aa 0.187Aa 0.338Aa
E - ST+Pb 0.164Aa 0.736Bc 1.231Cc 1.316Cb
F - ST+P22 0.196Aa 0.345Aa 0.568Ba 0.649Ba
G - ST+Pb+P22 0.048Aa 0.322Ba 0.380Ba 0.564Ba
H - Pb+P22 0.041Aa 0.231Aa 0.316Aa 0.528Aa

Cl: controle, ST: Salmonella Typhimurium, Pb: probiético, P22: Bacteriéfago P22.

*Média aritmética de doze repetigdes por tratamento.

**Letras minGsculas comparam as médias dos tratamentos em cada coleta (coluna) e letras mailsculas
comparam as médias do periodo das coletas (linha). Médias seguidas de pelo menos uma letra igual nao
diferem significativamente (P > 0,05).

Entre as coletas apenas os tratamentos B e E apresentaram diferenca
significativa na producdo de IgG, tendo o tratamento E apresentado maior
significincia nas coletas 48 e 96 horas sobre o tratamento B, com uma
estabilizagcdo entre as coletas 96 e 144 horas, com isso o tratamento B superou o
E na ultima coleta.

Ao longo das coletas, os tratamentos A, F e H ndo apresentaram diferenga
significativa entre a coleta 0-48 horas e 96-144 horas, sé apresentando entre as
coletas 48-96 horas. O tratamento C nao apresentou diferenca significativa entre
as coletas 0-48-96 horas, com diferenca entre as coletas 96-144 horas. O
tratamento G apresentou diferenca significativa nas coletas 48-96-144 horas
sobre a coleta 0 hora, mas sem diferenca entre elas. O tratamento E apresentou
diferenga entre a coleta 0-48 horas e das coletas 96-144 horas sobre a 48 horas,
mas sem diferencga significativa entre estas ultimas. O tratamento B apresentou
diferencga significativa entre todas as coletas, ja o tratamento D ndo apresentou
diferenca entre as coletas ao longo o experimento.
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Figura 3. Deteccdo de IgG do soro sanglineo das aves experimentalmente infectadas por
Salmonella Typhimurium e tratadas com probiotico e bacteriéfago P22.

5.4. indice de massa corporal

O indice de massa corporal dos diferentes tratamentos durante as quatro

coletas esté expresso na Tabela 3 e Figura 1.
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Tabela 5. Média do peso corporal de aves desafiadas com Salmonella Typhimurium e
tratadas com probidtico e bacteriéfago P22; Resultados expressos em gramas (g).

Periodo apoés desafio (horas)

Tratamento
0 48 96 144
A-ClI 42 93Aa** 42,78Bc 65,79Cb 97,80Dc
B-ST 39,05Aa 35,39Aa 41,08Aa 60,28Ba
C-Pb 42,62Aa 47,87Bc 76,56Cc 104,98Dd
D - P22 42.45Aa 52,25Bc 67,03Cb 87,33Db
E - ST+Pb 41,23Aa 52,30Ab 80,41Bd 115,28Ce
F - ST+P22 43,25Aa 51,66Ac 73,92Bc 98,36Cb
G - ST+Pb+P22 42.37Aa 51,13Bc 74.94Cc 106.73Dd
H - Pb+P22 42.12Aa 45,22Ab 63.69Bb 94,67Cb

Cl: controle, ST: Salmonella Typhimurium, Pb: probiético, P22: Bacteriéfago P22.

*Média aritmética de doze repetigdes por tratamento.

**Letras mindsculas comparam as médias dos tratamentos em cada coleta (coluna) e letras mailsculas
comparam as médias do periodo das coletas (linha). Médias seguidas de pelo menos uma letra igual nao
diferem significativamente (P > 0,05).

Com excecao do tratamento B, todos os demais apresentaram ganho de
peso continuo, tendo o tratamento E sobressaido sobre os demais com diferenca
significativa (P<0,05), seguido pelos tratamentos A, C e G, que ndo apresentaram
diferenca significativa (P>0,05) entre si, mas apresentaram diferenca em relagcéo
aos tratamentos D, F e H, que também né&o apresentaram diferenca significativa
entre si. O tratamento B ndo apresentou diferenca significativa sobre nenhum
tratamento.

Entre as coletas, os tratamentos estavam com peso semelhante com 0
horas, ndo apresentando diferenga significativa entre si. Com 48 horas os
tratamentos A, C, D, E e G aumentaram significativamente de peso sobre os
tratamentos F e H, tendo o tratamento B apresentado reducao de peso com
diferenga significativa sobre os demais tratamentos.

Na coleta com 96 horas o tratamento retornou a ganhar peso, porém sem
diferenga significativa sobre os demais tratamentos. Os tratamentos A, C, E e G
mantiveram um ganho significativo de peso em relacao aos tratamentos D, F e H,
que nao apresentaram diferenca significativa entre si.

Com 144 horas todos os tratamentos apresentaram um ganho de peso
progressivo tendo o tratamento E apresentado maior diferenca significativa com
P<0,05 sobre os tratamentos C e G, que ndo apresentaram diferenga significativa

entre si, mas diferiram dos tratamentos A, F e H, que também néo apresentaram
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diferenga significativa entre si, mas prevaleceram sobre o tratamento D. O
tratamento B apesar de manter a linha de ganho de peso observado na terceira
coleta nao apresentou diferenca significativa sobre os outros tratamentos.

120,00 -
110,00 -
100,00 -
90,00 -

A
80,00 - B

Figura 4. Média do peso corporal das aves experimentalmente infectadas por Salmonella
Typhimurium e tratadas com probiético e bacteriéfago P22.

Analisando o desempenho individual de cada tratamento ao longo do
experimento observou-se que os tratamentos A, D, E e G apresentaram diferenca
significante entre as coletas 0—48-96—144 horas. O tratamento B ndo apresentou
diferenca significante entre as coletas 0—48-96 horas, deferindo apenas na coleta
com 144 horas das anteriores. Ja os tratamentos C, F e H ndo apresentaram
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diferenca significante entre as coletas 0-48 horas, mas apresentaram um
aumento significativo progressivo a partir de 96 horas.

5.5. Mensuracao das vilosidades intestinais

Os resultados da mensuracdo das vilosidades duodenais e das criptas
cecais estao expressos na figura 5 e tabela 7.

Todos os tratamentos apresentaram média crescente no tamanho das
vilosidades duodenais e criptas cecais ao longo do experimento, sendo que o0s
tratamentos com Lactobacillus (C, E, G e H) sobressairam sobre os demais com
diferenca significativa de P<0,05. Os tratamentos A, D e F ndo apresentaram
diferenca significativa entre si (P>0,05). Mesmo apresentando numeros inferiores
aos demais grupos, o tratamento B também nado apresentou diferencga significativa
nas medidas de comprimento das vilosidades duodenais dos tratamentos A, D e
F, tendo diferenciado apenas no comprimento das criptas cecais, sendo o

tratamento que apresentou 0 menor tamanho de criptas.

Figura 5. A: Medidas das vilosidades duodenais das aves experimentalmente infectadas por
Salmonella Typhimurium e tratadas com probiético e bacteriofago P22. B: Medidas das criptas
cecais das aves experimentalmente infectadas por Salmonella Typhimurium e tratadas com
probidtico e bacteriéfago P22.

Ao longo do experimento ndo houve diferenga significativa dos grupos
entre as coletas (P>0,05)
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Tabela 7. Tamanho das vilosidades duodenais e criptas cecais das aves experimentalmente
infectadas por Salmonella Typhimurium e tratadas com probibtico e bacteriéfago P22 (Valores
expressos em um). Duo: Duodeno; Cec: Ceco.

Tratamento

Orgdo

Periodo apés desafio (horas)*

0 48 96 144

A-Cl Duodeno 1556,77Ba* 2771,74Ba 322526Ba 3423.45Ba
Cecos  406,43Aa  62326Aa 66036Aa  694,34Aa

B.sT Duodeno  1515,77Ba 2556,00Ba 3047,64Ba 3394,61Ba
Cecos  419.890Aa  44936Ba 52338Ba  632,46Ba

c.Pb Duodeno  1785,88Aa 3360,75Aa 3519.91Aa 3841,87Aa
Cecos  435,68Aa 657,98Aa 793.95Aa  806,50Aa

D .- P22 Duodeno 1515,52Ba 2987,30Ba 3180.79Ba 3445.91Ba
Cecos  418,78Aa  592,10Aa 614.92Aa 694,34Aa

E - SToPb Duodeno 1848,54Aa 333575Aa 3519.9Aa 3816,87Aa
Cecos  405.40Aa 61623Aa 693.95Aa 748.45Aa

F_oT.ppp  Duodeno 158548Ba 2912,88Ba 3220,77Ba 3491,11Ba
Cecos  40507Aa 583.12Aa 614.92Aa 686,84Aa

Duodeno  1845,53Aa 3384,93Aa 3506.93Aa 3801,07Aa
G-ST+Pb+P22 = L cos  401.04Aa  616.60Aa  72914Aa  832.92Aa
H.Pb.ppp  Duodeno  1766,68Aa 3570,15Aa 359324Aa 3866,32Aa
Cecos  41223Aa  630,30Aa 74136Aa  784,28Aa

Cl: controle, ST: Salmonella Typhimurium, Pb: probiético, P22: Bacteri6fago P22.
*Média aritmética de doze repetigdes por tratamento.

**Letras minlsculas comparam as médias dos tratamentos em cada coleta (coluna) e letras mailsculas comparam as
médias do periodo das coletas (linha). Médias seguidas de pelo menos uma letra igual ndo diferem significativamente
(P > 0,05).
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6. Discussao

Infecgbes paratifdides sdo comuns em aves jovens e dificilmente aves com
mais de 14 dias de idade apresentam sinais clinicos (BERCHIERI JUNIOR, 2000).
Com excecao das aves do tratamento desafiado com ST-Nal® (B) as demais nao
apresentaram sintomatologia clinica de infeccdo durante o experimento, ou seja,
apatia, penas arrepiadas, asas caidas, diarréia e mortalidade. O tratamento B
apresentou diarréia discreta durante o primeiro e o segundo dia ap6s o desafio,
tendo cessado nos dias seguintes, o que corrobora com os resultados de Zhang
et al. (2003), que descreve que indculos de 10* até 10’ UFC podem causar
diarréia persistente por dois ou até oito dias poés-infeccdo, além de
emagrecimento e retardo no ganho de peso durante os sete dias de experimento
(Figura 1), sem mortalidade, corroborando com as afirmacdes Gast (1997) e
Rampling et al. (1989), que relatam que a maioria dos casos de infecgbes
paratiféides sao assintomaticas, tendendo a persistir durante toda a criacéo,
chegando até a idade de abate.

Diferentemente dos resultados encontrados por Fiorentin et al. (2005), Toro
et al. (2005), Andreatti Filho et al. (2007) e Atterbury et al. (2007), que relatam
uma reducdo na UFC de Salmonella em aves tratadas com fagoterapia,
conseguiu-se a eliminagcdo desta no presente estudo, visto que s6 se identificou a
presenca ST-Nal® no tratamento B. Nos estudos supracitados foram utilizados
bacteri6fagos isolados do meio ambiente, apresentando atividade litica nas
amostras especificas de cada estudo.

No presente estudo utilizou-se o bacteriéfago P22, uma espécie muito
conhecida e estudada, cujo hospedeiro especifico é a S. Typhimurium. E possivel
que essa especificidade tenha contribuido para o éxito na eliminagdo da amostra
utilizada nesse estudo, conforme observado no tratamento desafiado com ST-
Nal® e tratado com P22 (F).

A acdo inibitéria de amostras de Lactobacillus, utilizadas como probidticos,
na prevencao de Salmonella ja foi demonstrada in vivo por Gusils et al. (1998),
Pascual et al. (1999), Higgins et al. (2008) e Vicente et al. (2008). Esse efeito

inibitério € mais acentuado quando se utilizam culturas puras em associacao
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(SARRA & BADINI, 1996). Conforme os resultados encontrados no tratamento E,
verificou-se a capacidade da eliminagdo da ST-Nal® no intestino das aves por
parte do mix de Lactobacillus, diferentemente de Revolledo et al. (2003), que
relatou apenas a diminuicdo da concentracao de Salmonella em aves tratadas
com produtos de exclusdo competitiva.

A auséncia da detecgdo da amostra ST-Nal® no experimento Il corrobora
com as afirmacgbes de Sandler et al. (1969) e Stuart (1984), onde o uso de
probiéticos na dieta de aves contribui na manutencdo de um ecossistema

intestinal estavel, impedindo a colonizacao de bactérias patogénicas.

Diferentemente do observado por Toro et al. (2005) que somente reduziu a
quantidade de Salmonella na microbiota intestinal de pintos experimentalmente
infectados ao associar bacteri6fagos selvagens com produtos de exclusao
competitiva, a associacdo do P22 com o probidtico modulado nesse estudo,
verificou a eliminacdo da ST-Nal® nas aves no tratamento G (Tabela 2).

As doses infectantes experimentais usualmente encontradas na literatura
variam entre 10? e 10 UFC/ave (OKAMOTO, 2005), neste estudo utilizou-se um
inoculo de 10* UFC/ave por via intra-esofagica, constatando-se seu sucesso pela
presenca da ST-Nal® verificada no tratamento B. A constatacdo da presenca
intestinal da ST-Nal® nos cecos esta de acordo com outros relatos, que reportam
que esta é a porcao intestinal na qual a bactéria normalmente se fixa devido a
presenca de receptores especificos (BARROW et al.,, 1988; IMPEY & MEAD,
1989; ANDREATTI FILHO et al., 1993; HARGIS et al., 1995).

Os Dbacteriéfagos sao parasitas hospedeiro-especifico que invadem
somente sua célula alvo, sem capacidade de agredir outras espécies bacterianas
ou mesmo células eucaridticas (LENSKI, 1988; MATSUZAKI et al., 2005). Durante
0 nosso experimento n&o houve recuperagao do P22 nos cecos e nas fezes. No
tratamento em que apenas se inoculou o P22 (D) e no que se inoculou o P22 com
probidtico (H) este fato provavelmente ocorreu devido as aves ndo terem recebido
ST-Nal® e, ndo encontrando sua célula alvo o P22 foi naturalmente excretado
pelas fezes nas horas seguintes apds terem recebido o in6culo fagico, justificando
a que estes nao tenham sido detectados ap6s 24 horas. Nos tratamentos F e G a
ndo recuperacdo do P22 possivelmente se deve a eliminacdo da ST-Nal®,
seguindo-se a mesma hip6tese do ocorrido nos tratamentos D e H, ou seja, o P22
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foi naturalmente excretado pelas fezes nas horas seguintes, ndo sendo
detectados apos 24 horas. Toro et al. (2005) conseguiram recuperar as amostras
de fagos utilizados, porém nao houve a eliminagdo da amostra de Salmonella
utilizada, apenas reduc¢ao da quantidade bacteriana.

A leucopenia acompanhada de heterofilopenia seguida de heterofilocitose
nas coletas seguintes, observada no tratamento B (aves apenas desafiadas com
ST-Nal®), esta em concordancia com Anderson & Stephens (1970) e Cardoso et
al. (2003), e ocorre devido a invasdo da mucosa intestinal pela Salmonella
estimular o recrutamento massivo de células polimorfonucleares nos sitios
inflamatérios da lamina prépria (PORTER JUNIOR & HOLT, 1993; MCCORMICK
et al., 1995).

Figura 6. Heterdfilo ativado contendo granulos preto-azulados de anion superperéxido (seta) em
seu citoplasma (GIEMSA, 1000x).

O presente estudo detectou a presenca de heterdfilos circulantes contendo

anion superoéxido (Figura 6) em todos os tratamentos experimentais a partir do
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terceiro dia de experimento (periodo de 48 horas apo6s o desafio), contrariando os
achados de Wigley et al. (1999), que ndo observaram a produgao de superdxidos
pelo teste de NBT em galinhas.

A auséncia de heterdfilos reativos no teste de NBT nas aves com um dia de
idade observada em todos os grupos confirma as afirmac¢des de Ziprin et al.
(1989), Kogut et al. (1994), Barrow (2000) e Beal et al. (2004) que associam a alta
susceptibilidade de infeccdo por Salmonella em aves recém-nascidas a um
sistema imune imaturo durante a primeira semana de vida, sendo os quatro
primeiros dias de vida os mais criticos.

A maior quantidade de heterdfilos reativos no tratamento B se deve ao fato
da Salmonella estimular a atividade bioldgica dos heteréfilos no sangue periférico
das aves (KOGUT et al., 1995), sendo que o grau deste estimulo € dependente da
patogenicidade da cepa invasora e do tempo de contato com o hospedeiro
(ANDERSON & STEPHENS, 1970; ZIPRIN, 1997).

Os tratamentos C e H também apresentaram quantidade de heterdfilos
acima do normal na populacdo leucocitaria das aves, com a quantidade de
heteréfilos reativos acima do tratamento controle (A), corroborando com os
achados de Farnnel et al. (2006).

Apesar de estar dentro dos parametros leucocitarios e estatisticamente
semelhantes ao tratamento A, os tratamentos E, F e G apresentaram valores
abaixo deste. Sabendo-se que o estimulo para a resposta imune inata tem como
umas das relagées o tempo de exposicdo do hospedeiro ao agente, € provavel
que tanto a acdo fagica, como a dos Lactobacillus, e ambas associadas,
apresentaram um periodo curto para eliminar a ST-Nal® dos intestinos das aves.

O P22, por ndo invadir células eucaribticas e se ligar apenas a receptores
especificos da parede celular da Salmonella (BAXA et al., 1996; MATSUZAKI et
al.,, 2005) nao atrai ou estimula a producdo de leucécitos, como observado no
tratamento D, sendo que o perfil apresentado por este grupo estatisticamente nao
diferiu do tratamento A.

O uso de ELISA para deteccao de IgG no soro aviario em infeccoes
experimentais com Salmonella € uma técnica bastante utilizada e confiavel
(HASSAN et al., 1990; OLIVEIRA et al.,, 2006). A IgG é a globulina mais
abundante no soro sanguineo aviario, sendo que as aves ja recebem certa

quantidade de IgG materna via ovo, concentrados principalmente no odcito,
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incorporado ainda na fase de maturacéao do foliculo ovariano (ROTH et al., 1976;
TIZARD, 2002; KITAGUCHI et al., 2008).

Apesar de nao ter apresentado diferenca significativa, notou-se que na
primeira coleta de soro os tratamentos que receberam o inéculo de ST-Nal®
apresentaram quantidade inicial de IgG um pouco superior aos nao desafiados,
onde se infere que a resposta inicial de producao tenha iniciado (Figura 4). O
comportamento de produgao de IgG observado no tratamento B estd de acordo
com a literatura, que reporta o inicio de produg¢ao em torno de 4 dias pés-infeccéao
e tempo médio de pico de 7 dias, coincidindo com o declinio de IgM, atingindo a
guantidade maxima de lgG com 15 dias ap6s o estimulo inicial (MOTICKA, 1975;
BARROW, 1992; TIZARD, 2002; ISHOLA et al., 2008).

Embora estatisticamente ndo significativa observou-se que os tratamentos
C e H apresentaram quantidade maior de IgG circulante quando comparado ao
tratamento A. Essa atividade imunomoduladora por parte dos Lactobacillus na
producédo de IgG ja foi demonstrando por Ogawa et al. (2006), sendo melhor
quando se administra probiético em conjunto com prebiético.

O tratamento E apresentou producao crescente de IgG, maior que a do
tratamento B, sendo que a partir do periodo de 96 horas apds o desafio essa
producdo diminuiu, como observado por Tayeb et al. (2007), provavelmente
devido a Salmonella e Lactobacillus competirem pelos mesmo sitios de adeséo,
diminuindo assim a producdo de imunoglobulinas (SILLAMPAA, 2001; TAYEB et
al., 2007). A quantidade de IgG no tratamento F foi significativamente inferior
quando comparado aos tratamentos B e E. Este fato, muito provavelmente,
ocorreu devido ao tempo de exposicdo da ST-Nal® aos sitios de fixacdo na
mucosa intestinal, compreendendo-se que a acgao litica dos fagos foi mais rapida
para eliminar a Salmonella.

Ao observar que a quantidade de IgG do tratamento G foi inferior a dos
tratamentos E e F, especula-se que a eliminagdo da ST-Nal® foi mais rapida e
possivelmente mais eficiente (Figura 4).

Noujain et al. (2008) e Okamoto et al. (2007) relataram que o uso continuo
de Lactobacillus por via oral proporciona maior concentracao de IgA na mucosa
intestinal e de linfécitos T na lamina prépria intestinal. Conforme observado no
tratamento C, a aplicacdo do mix de Lactobacillus aumentou a quantidade de

leucécitos e de heterodfilos na corrente circulatéria das aves, com quantidade
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significativa de heterofilos reativos. Mediante tal achado, supbe-se que o
Lactobacillus apresenta ndo sé uma acao imunomoduladora local, mas também
imunoestimuladora sistémica.

O P22, por ndo invadir células eucaribticas e se ligar apenas a receptores
especificos da parede celular da Salmonella (BAXA et al., 1996; MATSUZAKI et
al., 2005) nao estimulou a producao de IgG, como observado no tratamento D.

O bom desempenho de ganho de peso apresentado pelas aves que
receberam doses diarias de Lactobacillus ja foi reportado por Henrique (1998), Jin
et al. (1998), Corréa et al. (2003), Kalavathy et al. (2003), Okamoto (2005),
Ramires Reyes et al. (2005) e Zacconi et al. (2005). Esse ganho de peso é
atribuido ao fato das bactérias acido-laticas proporcionarem a disponibilidade de
nutrientes digeriveis, vitaminas e enzimas digestivas que ajudam na digestao,
sintese e absorgcdo de vitaminas e minerais, facilitando no metabolismo dos
alimentos (BATT et al, 1996; KALANTZOPOULQOS, 1997; NIMRUZI, 1999),
justificando os resultados observados nos tratamentos C, E, G e H que receberam
0 mix de Lactobacillus neste estudo. Colichdn et al. (1991) reportaram que o0 uso
oral de Lactobacillus nos primeiros dias de vida das aves pode aumentar até
4,65% 0 ganho de peso.

Semelhante ao observado por Carli (2006) os tratamentos E e G
apresentaram maior peso em relagdo aos demais mesmo tendo recebido ST-
Nal®. Isso ocorre pelo fato da infecgdo paratiféide ndo interferir decisivamente na
produtividade em frangos de corte (SILVA, 1994) e muito provavelmente depois
da eliminacdo da ST-Nal® e do estabelecimento dos Lactobacillus no limen e na
mucosa intestinal, estes puderam exercer os efeitos benéficos ja conhecidos e
observados no tratamento C (Figura 1).

A parede epitelial intestinal constitui uma barreira que protege o organismo
do ataque de patdgenos luminais, sendo que a reducdo da proliferacdo das
células epiteliais e/ou a atrofia da mucosa intestinal permitem a invasado de
patégenos (DEITCH et al., 1995; ALVERDY et al., 1996). Probiéticos estimulam a
proliferacao de células epiteliais intestinais, sendo que o estimulo é relacionado a
producdo de acidos graxos de cadeia curta pelo metabolismo de bactérias
fermentadoras (SAKATA, 1987; ICHIKAWA et al., 1999). Neste estudo todos os
tratamentos que receberam o mix de Lactobacillus (C, E, G, e H) apresentaram

aumento significativo no tamanho das vilosidades duodenais e das criptas cecais
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em relacdo aos demais grupos (Figura 5), semelhante ao observado por Sakata
(1987), mas diferente de Ferreira et al. (2006) e Okamoto et al. (2009), que nao
observaram diferenga no tamanho destas estruturas entre aves suplementadas
com Lactobacillus e ndo tratadas.

O tratamento inoculado somente com ST-Nal® (B) apresentou alteracdes
no comprimento das vilosidades duodenais e com o decorrer do tempo houve
recuperagao natural do tamanho destas, semelhante ao observado por Andreatti
Filho et al. (2000) e Okamoto et al. (2009). A atrofia das vilosidades observada na
avaliacao histoldgica justifica a ocorréncia de diarréia nos dois primeiros dias do
experimento, além da alteracao no equilibrio hidrossalino da mucosa, por meio do
bloqueio da absorcao de cloreto de sédio pelas microvilosidades e estimulo da
excrecao desse sal pelas criptas celulares (ZHANG et al. 2003; ANDREATTI
FILHO, 2007).
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7. Conclusoes

Em linhas gerais o tratamento com o bacteri6fago em associacdo com o
probidtico foi eficiente e satisfatorio na eliminagédo da Salmonella, supondo-se que
a atividade competitiva exercida pelas cepas de Lactobacillus e a parasitaria do
P22 foi responsavel pela eliminacdo, sendo esta hipdtese suportada pela
auséncia de resposta humoral e celular no tratamento G, bem como também pelo
ganho de peso apresentado, promovendo também um efeito protetor contra novas
infeccoes.

O tratamento com bacteriéfago também determinou a eliminacdo da
Salmonella, sem alteragdes sistémicas nas aves, verificada pela auséncia de
ativacao do sistema imune e sem influéncias no ganho de peso.

Ja o tratamento com probidtico também apresentou a eliminagcdo da
Salmonella, com ganho de peso significativo, aumento da producédo de IgG e
ainda foi capaz de determinar uma ac¢ao imunoestimulante sistémica nas aves.

Pintos de corte com um dia de idade apresentam uma inabilidade inicial da
atividade de explosao respiratoria heterofilica, senda esta atividade apresentada
conforme as aves envelhecem.

O tratamento via oral utilizando o bacteriéfago P22 em associagdo com o
mix diario de Lactobacillus no controle da Salmonella Typhimurium intestinal foi
eficiente, porém novos estudos devem ser realizados para complementar a
aplicagéo terapéutica efetuada, bem como o melhor entendimento da dindmica de
acado dos agentes biologicos utilizados e também os efeitos imunoestimulantes
determinados pelos Lactobacillus observados neste estudo e, também para

melhor se compreender o amadurecimento da imunidade inata em aves jovens.
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