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RESUMO

OLIVEIRA, Natalia Caroline Nascimento de. Universidade Federal da Paraiba, junho de
2016. Isolamento de Lactobacillus spp. em aves de postura comercial para avaliacdo in
vitro da atividade inibitoria frente a quatro sorovares de Salmonella spp. Orientador:
Oliveiro Caetano de Freitas Neto.

Salmonella spp. é um dos principais causadores de infec¢cdo alimentar em humanos no mundo
todo, sendo os alimentos de origem avicola contaminados a sua principal fonte. Uma vez
introduzidos nos sistemas de produgdo avicola, esses microrganismos se disseminam
rapidamente, favorecendo a contaminacdo de carne e ovos, além de piorar os indices
zootécnicos. Por representarem um sério problema para a saude publica e animal, muitos
esforgos tém sido direcionados para o controle de Salmonella nas criagdes avicolas. A
utilizacdo de produtos de exclusdo competitiva (EC) seria uma das ferramentas disponiveis
mais eficazes no controle destas bactérias. Os produtos de EC auxiliam na prevencdo da
entrada de um agente patogénico em um trato intestinal pré-colonizado. Neste caso, uma
mistura de estirpes bacterianas, principalmente dos géneros Lactobacillus, Lactococcus,
Bifidobacterium, isoladas de aves adultas é administrada a aves no primeiro dia de vida,
acelerando o processo de amadurecimento da microbiota intestinal. O presente estudo
objetivou isolar uma estirpe de Lactobacillus spp. de fezes cecais das aves de postura
comercial e avaliar seu potencial para compor um produto comercial de EC. Para isso,
avaliou-se o perfil de resisténcia a antimicrobianos e sua capacidade de inibir, por meio do
método “spot on the lawn”, a multiplicagdo de quatro dos principais sorovares de Salmonella
(Salmonella Enteritidis, S. Typhimurium, S. Senftenberg e S. Heidelberg). O isolado de
Lactobacillus spp. provocou zona de inibicdo de mais de 2,6 cm na multiplicacdo de todos 0s
sorovares, sendo que a inibicdo foi significativamente maior para S. Enteritidis (3,8 cm),
valores considerados altos. O isolado apresentou resisténcia a cinco antibioticos de trés
classes diferentes (cefalotina, ciprofloxacina, norfloxacina, enrofloxacina e eritromicina).
Portanto, embora a estirpe de Lactobacillus spp. isolada no presente estudo tenha mostrado
capacidade de inibir a multiplicacdo de sorovares de Salmonella spp., a mesma apresentou
multiresisténcia e seria indicada para fazer parte da formulacdo de um produto comercial de
EC.

Palavras-chave: inibicdo, spot on the lawn, fezes cecais, Salmonella spp., aves de postura



ABSTRACT

OLIVEIRA, Natalia Caroline Nascimento de. Federal University of Paraiba, June, 2016.
Isolation of Lactobacillus spp. from adult laying hens and assessment of its in vitro
inhibitory activity against four serovars of Salmonella spp. Supervisor: Oliveiro Caetano
de Freitas Neto.

Salmonella spp. is a major cause of food poisoning in humans worldwide, and the
consumption of poultry products contaminated the main way of infection. Once introduced
into poultry production systems, these microorganisms spread quickly, favoring the
contamination of meat and eggs, in addition to disturb the performance indexes. Salmonella
spp represents a serious problem for public and animal health; as a result, many efforts have
been adressed to its control in poultry farming. The use of competitive exclusion products
(CE) would be the most effective tools available to control these bacteria. CE products assist
in the prevention of entry of a pathogen into a pre-colonized intestinal tract. In this case, a
mixture of bacterial strains, especially belonging to the genera Lactobacillus, Lactococcus,
Bifidobacterium, isolated from adult birds is orally administered to chicks on the first day of
life, accelerating the maturation process of the gut microbiota. This study aimed to isolate a
strain of Lactobacillus spp. of cecal feces of adult laying hens and to assess its potential to
make a commercial CE product. For this, we evaluated the antimicrobial resistance profile
and its ability to inhibit, through the “spot on the lawn" method, the multiplication of four
serovars of Salmonella (Salmonella Enteritidis, S. Typhimurium, S. Senftenberg and S.
Heidelberg). The isolated Lactobacillus spp. caused more than 2.6 cm of inhibition zone in
the multiplication of all serovars. Inhibition was significantly higher for S. enteritidis (3.8
cm). The isolate was resistant to five antibiotics of three different classes (cephalothin,
ciprofloxacin, norfloxacin, enrofloxacin and erythromycin). Therefore, although the strain of
Lactobacillus spp. isolated in this study have shown ability to inhibit the multiplication of
Salmonella serovars and it showed multiresistance. Therefore, it would not be recommended

to be part of a commercial CE product.

Keywords: inhibition, spot on the lawn, Salmonella spp., cecal feces, laying hens.
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1. INTRODUCAO

Devido as melhorias nas tecnologias de producdo, no manejo, sanidade, nutricdo e
genética, a producdo de carne de frango tornou-se uma fonte de proteina animal abundante e
de custo acessivel a populacdo mundial (TEXEIRA; LIMA, 2008).

Segundo a Associacdo Brasileira de Proteina Animal, no ano de 2015 a crise
econdmica também afetou a avicultura brasileira. Os custos de producdo apresentaram
elevacdo, principalmente no segundo semestre, com o aumento dos pre¢os de milho e soja.
Mesmo diante de adversidades, o setor encerrou 2015 com recordes na producdo e nas
exportacOes de frangos. A carne de frango foi o quarto item da pauta exportadora nacional e
alcancou os trés melhores resultados mensais do historico de exportacbes do setor. A
producéo de frango atingiu 13,1 milhdes de toneladas. Com isso, o Brasil assumiu o segundo
lugar mundial em producéo de frango, posicdo antes ocupada pela China (ABPA, 2016).

As salmoneloses sdo um dos principais problemas de salde publica. Essas
enfermidades possuem elevada prevaléncia, provocando alta morbidade na populacgdo e sdo de
dificil controle. Sua cadeia epidemioldgica é complexa, envolvendo animais de producéao e 0s
alimentos originados destes (HOFER; REIS, 1994). De acordo com Penha et al. (2008),
salmonelose consiste em infeccBes provocadas por microrganismos do género Salmonella, os
quais pertencem a familia Enterobacteriaceae, sendo conhecidos mais 2.600 sorovares até o
presente momento. No entanto, cerca de 80 a 90 estdo envolvidos nos casos de infeccdo de

salde humana e animal.

O género Salmonella é dividido em duas especies: Salmonella enterica com seis
subespeécies (enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica) com cerca de 2500
dos sorovares e Salmonella bongori com 22 sorovares (GRIMONT; WEILL, 2007). A
nomenclatura do género segue o esquema proposto por POPOFF et al. (1996). Segundo este
esquema, por exemplo, o sorovar Enteritidis seria descrito como Salmonella enterica
subespécie enterica sorovar Enteritidis, ou de forma simplificada Salmonella Enteritidis (S.
Enteritidis) (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009).

Algumas dessas bactérias infectam as aves, podendo causar as salmoneloses aviarias,
sendo constituidas por trés enfermidades distintas. A pulorose, causada por S. Pullorum, o tifo

aviario, provocado por S. Gallinarum e o paratifo aviario, causado por qualquer outro que ndo
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seja S. Pullorum ou S. Gallinarum (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS NETO, 2009); (GAST,
2007); (PENHA et al., 2008).

Dentre os sorovares causadores do paratifo aviario, S. Typhimurium, S. Enteritidis, S.
Heidelberg e S. Senftenberg seriam alguns dos mais frequentes, desencadeando sinais como
diarreia, penas arrepiadas e mortalidade, piorando os indices zootécnicos, principalmente em
aves jovens (BARROW; WALLIS, 2000). Em aves adultas o quadro clinico pode passar
despercebido, ou provocar sinais brandos de inapeténcia, queda de postura e diarreia (GAST,
2007). A infeccdo se inicia no trato digestivo. Salmonella spp. passa pelo proventriculo e pela
moela e coloniza o intestino, principalmente a regido cecal (CHAPPELL et al., 2009). Alguns
sorovares conseguem transpor a barreira intestinal e realizar infeccéo sistémica, sobrevivendo
no interior de fagocitos e podendo causar a morte das aves (OKAMURA et al., 2005). A
colonizacdo intestinal leva a intensa excrecdo fecal, favorecendo a disseminacdo dos
sorovares causadores do paratifo no ambiente de criagdo (BERCHIERI JUNIOR; FREITAS
NETO, 2009).

Sorovares causadores do paratifo aviario podem atingir a carne de frango e ovos e,
consequentemente, provocar infeccdo alimentar em seres humanos que venham ingerir esses
alimentos. Nos Estados Unidos 50% dos surtos de salmonelose em humanos tem sido
relacionado ao consumo de alimentos de origem avicola contaminados, principalmente, por
Salmonella Enteritidis, S. Typhimurium e S. Heidelberg (SCHOENI et al., 1995).

Os programas de prevencdo e controle de Salmonella spp. em criacdes de aves tém
utilizado varias ferramentas nas ultimas décadas, sendo que as mais importantes estdo as
vacinas, acidos organicos, antimicrobianos, prébioéticos, probidticos e produtos de exclusdo
competitiva.

A vacinacdo como método de prevencdo e controle de Salmonella spp., deve atender
basicamente a trés aspectos: a) prevenir ou reduzir a colonizacdo intestinal; b) prevenir a
infeccéo sistémica; e, ¢) reduzir ou prevenir a excregdo fecal. Prevenindo a infeccéo sistémica
se reduz a colonizagdo no trato reprodutivo e, portanto a transmissdo vertical do
microrganismo. Reduzindo a colonizacdo intestinal e excrecdo fecal se reduz também a
contaminacdo da carcaga, ovos e meio ambiente (cama), relacionada com a transmisséo
horizontal da bactéria (VAN IMMERSEEL et al., 2005).

Embora seja uma ferramenta benéfica na prevengéo das infec¢des por alguns sorotipos
de Salmonella spp. as vacinas sdo elaboradas com um Unico sorotipo e, por isso, oferecem

protecao cruzada contra um numero limitado de sorotipos (BARROW, 2007).
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Os &cidos sao principios ativos biodegradaveis muito utilizados nas criacGes avicolas,
porém a eficacia na prevencao da colonizacdo por Salmonella spp. é controversa. Quando
associados a essa bactéria alguns estudos demonstram eficécia, enquanto que outros ndo
apresentam resultados positivos (ALBUQUERQUE et al., 1998); (WALDDROUP et al.,
1995). De qualquer maneira, nas aves, a acidificacdo dos alimentos utilizando uma mistura
apropriada permite modular de maneira positiva a microbiota bacteriana benéfica do intestino
reduzindo as bactérias patogénicas (LAMBERT; STRATFORD, 1999). A eficacia do
tratamento utilizando &cidos organicos é variavel e depende do nivel inicial de contaminagéo
e da dosagem utilizada (PUMFREY; NELSON, 1991). Essa eficacia também foi demonstrada
na reducdo da transmissdo horizontal de S. Gallinarum em aves recebendo racédo tratada com
mistura de &cido férmico e propidnico (BERCHIERI; BARROW, 1996).

Na salmonelose, a utilizacdo de antibidticos para o tratamento € um assunto em
constante discussdo. Contudo, em muitos paises esta pratica tem sido pouco utilizada, devido
ao surgimento de resisténcia, especialmente quando utilizados como promotores de
crescimento, acumulo de residuos, além de néo eliminar os portadores (BIFFI et al., 2014).

Embora o uso de antimicrobianos em aves e outras espécies domésticas esteja sendo
desencorajado por razGes associadas a resisténcia bacteriana e residuos em produtos de
origem animal, a utilizacdo vem sendo necessaria em alguns casos especificos. Na Europa
muitos produtos ja foram banidos, como a avoparcina, bacitracina de zinco, virginiamicina,
fosfato de tilosina, espiramicina, monensina soOdica, salinomicina, avilamicina e
flavofosfolipol. Nos Estados Unidos a enrofloxacina foi proibida para o uso na producéo
avicola, porém outros antibi6ticos que ndo sdo permitidos na Unido Européia (THRELFALL
et al., 1997) continuam sendo utilizados.

O que diz respeito o conceito de prebiotico foi introduzido ha mais de uma década por
Gibson e Roberfroid (1995), e definido como um ingrediente alimentar ndo digestivel que
possui efeitos benéficos no hospedeiro (PATTERSON; BULKHOLDER, 2003) por
estimulacdo seletiva do crescimento e da atividade de uma ou mais bactérias benéficas do

célon.

Para que um ingrediente seja considerado como prebidtico tem que cumprir 0s
seguintes critérios: a) ndo deve ser hidrolizado ou absorvido na primeira parte do trato
gastrointestinal; b) ser um substrato seletivo para uma ou mais bactérias; e c¢) como

consequéncia da alteracdo da microbiota, ser capaz de tornar o ambiente intestinal mais
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saudavel. Alguns acucares absorviveis ou ndo, fibras, alcodis de acucares e oligossacarideos
estdo dentro do conceito de prebidticos. As substancias prebidticas agem alimentando e
estimulando o crescimento de diversas bactérias intestinais benéficas, cujos metabdlitos atuam
também reduzindo o pH através do aumento da quantidade de acidos orgéanicos presentes nos
cecos. Por outro lado, bloqueando os sitios de aderéncia, imobilizando e reduzindo a
capacidade de fixacdo de algumas bactérias patogénicas na mucosa intestinal. Especula-se que
os oligossacarideos possam atuar também estimulando o sistema imunologico (CORRIER et
al., 1991).

O termo probidtico foi introduzido por Lilly e Stilwell em 1965. A definicdo mais
utilizada € a de Fuller (1989) que conceitua probi6ticos como aqueles microrganismos que
adicionados ao alimento afetam beneficamente o equilibrio do ecossistema intestinal,
contribuindo para a protecdo contra infecgdes gastrointestinais e doencas inflamatérias no
intestino. Enterococcus, Bacterdid, Eubacterium e especialmente Lactobacillus e
Bifidobacterium estdo presentes em misturas de culturas definidas (CORRIER et al., 1991).
Entre os mecanismos de acdo descritos para estas substancias estdo: a) producdo de
substancias antimicrobianas (bacteriocinas e &cidos graxos volateis) que suprimem as
populacbes ou espécies patogénicas; b) estimulacdo imune de células residentes,
especialmente de macrdfagos; ¢) exclusao competitiva, associado com a competicao por sitios
de ligacdo na mucosa; d) concorréncia por nutrientes; e, €) protegem os vilos e as superficies
absortivas contra toxinas irritantes produzidas pelos microrganismos patogénicos, permitindo
assim, a regeneracdo da mucosa intestinal lesada (OWENHAND, et al., 1999). No entanto,
ainda ndo apresentam resultados satisfatorios no controle de Salmonella spp. (BARROW et
al., 2012).

A exclusdo competitiva (EC) foi primeiramente descrita em 1973 por Nurmi e
Rantala. Foi observado que o contetdo intestinal de aves adultas normais, administrado
oralmente as aves com um dia de idade, altera sua sensibilidade a infeccdo por Salmonella
spp., prevenindo a colonizacéo intestinal (MEAD, 2000); (MEAD; BARROW, 1990).

Trés mecanismos apresentam importancia na prevencdo da colonizacdo entérica de
pintinhos pré-tratados com produtos de exclusdo competitiva: a) 0s microrganismos que
compdem a cultura de EC estabelecem uma flora entérica antes da exposicdo a Salmonella
spp.; b) os microrganismos de EC competem com Salmonella spp. por nutrientes essenciais, e
¢) os microrganismos de EC produzem concentracdes de &cidos graxos volateis que diminuem

0 pH e sdo bacteriostaticos para Salmonella spp. Adicionalmente, foi sugerido que o efeito
1/



mais importante dos produtos de exclusdo competitiva é a estimulacdo ndo especifica da
imunidade inata no intestino e o aumento da producdo e secre¢do de imunoglobulina A, que
pode contribuir para melhorar a resisténcia da mucosa intestinal contra a instalacdo de
patogenos entéricos (REVOLLEDO et al., 2006).

A EC ¢é uma das medidas mais eficazes para reduzir a infecgdo de frangos de corte por
Salmonella spp. (SCHNEITZ, 2005) e, consequentemente, a exposi¢do dos consumidores as
infeccdes alimentares (WIERUP et al., 1992, 1988). Segundo Nurmi e Rantala (1973), um
produto de EC deve ser seguro, livre de patdgenos para animais e humanos, proteger o animal
contra infeccdo e disseminacdo de patégenos como Salmonella spp., deve ser fécil de
manusear, preservar e possuir custo baixo. Vale destacar que para alguns pesquisadores 0s
produtos de EC sdo tambeém considerados como probioticos (TELLEZ et al., 2011). No
entanto, preferiu-se aqui considerar probioticos como sendo culturas contendo mistura de
poucos isolados de microrganismos intestinais, incluindo os do género Lactobacillus.

A maioria dos produtos de EC com boa eficacia utiliza cultivo de microbiota cecal de
aves adultas saudaveis (METHNER et al., 1999). Existe a preocupacdo das autoridades de
salde na utilizacdo de culturas ndo definidas de contetudo cecal devido a possibilidade de
conterem microrganismos patogénicos e também pelo fato de serem de dificil controle de
qualidade na indastria (BARROW et al., 2012).

Com o compromisso de reunir a eficacia da EC com a seguranca e consisténcia de um
produto comercial, empresas e pesquisadores desenvolveram produtos ditos de composicao
microbioldgica definida. Embora tenham sido assim denominados, muitos destes ainda
carecem de identificacdo de espécies ou mesmo de géneros bacterianos que os compbem.
Outras formulag¢fes contendo culturas definidas menos complexas ndo conseguiram proteger
as aves da infeccdo por Salmonella spp. (COX; CHUNG, 2000). A dificuldade em se
desenvolver um produto de EC com composicdo definida eficaz no controle de Salmonella
spp. seria consequéncia da utilizacdo de técnicas de cultivo e identificacdo inadequadas e
também do pouco conhecimento a respeito da microbiota intestinal de aves, resultando em
escolha empirica das estirpes da formulacdo (BARROW et al., 2012); (SCHNEITZ, 2005).

Os estudos a respeito da microbiota de aves tém sido facilitados nos Gltimos anos pelas
tecnologias de sequenciamento (STANLEY et al., 2013). Por exemplo, a amplificacdo e
sequenciamento de regides conservadas do gene que codifica a por¢do 16S do ribossomo

bacteriano permite a identificacdo qualitativa e quantitativa de inimeros géneros e espécies de
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microrganismos que habitam o ceco das aves bem como fatores que contribuem para
alteracdes dessa microbiota (WAITE; TAYLOR, 2014).

As tecnologias de sequenciamento poderiam ser direcionadas para identificar grupos e
estirpes de microrganismos cultivaveis predominantes nos produtos de EC obtidos do cultivo
de microbiota cecal de aves adultas saudaveis. O que conjuntamente com informacdes sobre
propriedades de cada um desses microrganismos como efeito inibitorio sobre Salmonella spp.,
capacidade de adesdo ao epitélio intestinal, estimulacdo e modulacdo da imunidade de
mucosa, capacidade de producdo de &cidos graxos volateis, poderiam ser levados em
consideracdo para elaboracdo racional de um produto de EC com formulacdo definida
(BARROW et al., 2012).
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2. OBJETIVO

Isolar Lactobacillus spp. de fezes cecais das aves de postura comercial e avaliar sua

capacidade de inibir, in vitro, isolados de Salmonella causadoras do paratifo aviario.

2.1 Objetivos especificos

- Isolar Lactobacillus spp. de fezes cecais de aves de postura comercial adultas.

-Avaliar a capacidade inibitéria in vitro do Lactobacillus spp. isolado frente a
Salmonella Enteritidis, S. Typhimurium, S. Senftenberg e S. Heidelberg.

-Avaliar a sensibilidade do isolados Lactobacillus spp. frente a alguns antibi6ticos

utilizados na terapéutica humana e veterinaria.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais
Foram utilizadas aves de postura de uma linhagem leve produtora de ovos brancos

criadas no setor de avicultura do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da
Paraiba, Campus Il, Areia — PB (CCA-UFPB).

3.2 Amostras

Foram coletadas trés amostras de fezes cecais das aves. Cada amostra correspondeu a
um “pool” de fezes de quatro locais do galpdo. As amostras foram coletadas com auxilio de
gazes estéreis e em seguida acondicionadas em tubos contendo 20 mL de caldo DeMan-
Rugosa & Sharpe (MRS) (Difco).

3.3 Ensaios microbiolégicos
Todas as etapas de cultivo e isolamento dos microorganismos foram realizadas no
Laboratorio de Medicina Veterinaria Preventiva, localizado no hospital veterinario do centro

de ciéncias agrarias da UFPB.

3.3.1 Isolamento de Lactobacillus spp.
Imediatamente apds a coleta, os tubos foram incubados e estufa bacterioldgica a 37°C

por 24 horas. Apos este periodo, aliquotas de 100 pL de cada tubo foram transferidas para
tubos estéreis contendo 20 mL de caldo MRS. Posteriormente os tubos foram incubados a
37°C por 48 horas (Figura 1). Posteriormente, as amostras contidas nos tubos foram
semeadas, com auxilio de al¢a bacteriologica, em placas de Petri contendo agar MRS (Difco),
as quais foram incubados a 37°C por 48 horas em estufa bacterioldgica.
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Figura 1. Tubos contendo caldo MRS. A: Tubo inoculado, B: Tubo sem inoculagéo.

3.3.2 Identificacdo do género Lactobacillus
Foram selecionadas coldnias isoladas, pequenas (2-5mm), lisas, brilhantes e sem

pigmentos (Figura 2.), as quais foram submetidas as seguintes provas: (a) morfologia, por
meio da coloracdo de Gram, (PELCZAR et al., 1981) (Figura 3.) e (b) teste de catalase
(SHARPE, 1981).

As amostras que apresentaram as seguintes caracteristicas: Bacilos Gram positivos e

Catalase negativas foram consideradas sugestivas de pertencerem ao género Lactobacillus.
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Figura 3. Células bacterianas sugestivas de pertencerem ao género Lactobacillus coradas pelo

método de Gram.

3.4. Cultivo das estirpes de Salmonella spp.
Quatro estirpes de Salmonella pertencentes aos sorovares Enteritidis, Typhimurium,

Senftenberg e Heidelberg foram gentilmente cedidas pelo Professor Dr. Angelo Berchieri
Junior do Departamento de Patologia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista - campus de Jaboticabal. As estirpes estavam
estocadas em criotubos contendo caldo de infusdo cérebro coracdo (BHI) (OXOID) acrescido
com 30% de glicerol (Sigma Aldrich) e foram armazenadas no Hospital Veterinario em

ultrafreezer a — 80 °C, até 0 momento sua utilizag&o.
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As quatro estirpes foram semeadas em placas contendo agar verde brilhante, as quais
foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. Ap6s o periodo de incubacgdo, uma colénia de
cada estirpe foi inoculada em tubos contendo 5 mL de caldo BHI e, em seguida, incubados em

estufa a 37°C por 24 horas.

3.5 Determinacédo Unidades Formadoras de Colonias (UFC) das culturas de Salmonella

spp.
A contagem da quantidade de unidades formadoras de col6nias (UFC) disponiveis por

mL das culturas de cada estirpe foi obtida por diluigdo seriada em solucdo salina 0,85%,
seguida de plagueamento em &gar verde brilhante, conforme descrito por Berchieri e Barrow
(1996).

3.6 Método “spot on the lawn” para determinacdo do poder inibitério do isolado de
Lactobacillus spp. frente as estirpes de Salmonella spp.
Para o método de antagonismo “spot on the lawn”, modificado de acordo com Harris

et al. (1989), o isolado de Lactobacillus spp foi semeado em caldo MRS (Difco), com
incubacdo em estufa a 37°C por 48 horas. Posteriormente, a cultura foi manualmente
homogeneizada e 25 pl. da mesma foram semeados em forma de ponto no centro de placas de
Petri contendo agar MRS (Difco). As placas foram deixadas em bancada a temperatura
ambiente por 15 minutos e, em seguida, foram incubadas em estufa a 37°C por 48 horas
(Figura 4). Apos o periodo de incubagdo, 100 pL da cultura de cada microrganismo indicador
(Salmonella Enteritidis, S. Typhimurium, S. Senftenberg ou S. Heidelberg) foram transferidos
para tubos contendo 10 mL de BHI (Oxoid) acrescidos de 50% &gar triptona de soja (TSA),
previamente preparados e mantidos em banho-maria a 45°C (Figura 5). Apds a solidificacdo
da camada superior (TSA + BHI + Salmonella), as placas foram incubadas em estufa a 37°C

por 24 horas.
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Figura 4. Tubos contendo 10 mL de BHI acrescidos de TSA, mantidos em banho-maria a

45°C para posterior utilizacéo.

A inibicdo da multiplicacdo de cada estirpe de Salmonella pelo Lactobacillus spp. foi
mensurada pelo didmetro final da area de inibicdo, que correspondeu a diferenca entre o halo
de inibicdo total e o diametro do ponto de inoculacdo do Lactobacillus spp. (CHATEAU, et

al., 1993) (Figura 6). O teste para cada estirpe foi repetido quatro vezes.
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Figura 5. Halo de inibicdo produzido pelo Lactobacillus spp. frente a quatro sorovares de
Salmonella spp. A: Salmonella Enteritidis, B: Salmonella Typhimurium, C: Salmonella

Heidelberg e D: Salmonella Senftenberg.

Figura 6. Semeadura da multiplicacdo de uma das estirpes Salmonella spp. no método “spot
on the lawn”, apenas com inoculagdo de caldo MRS sem acrescentar Lactobacillus spp.

(controle negativo).
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3.7 Antibiograma

O isolado de Lactobacillus spp. foi submetido ao teste de sensibilidade a
antimicrobianos, seguindo a metodologia descrita por Kirby e Bauer (1966) com algumas
modificagdes. Inicialmente as placas contendo MRS (Difco) e os frascos contendo os discos
de antibioticos na geladeira foram retirados da geladeira por cerca de 20 minutos e mantidos a
temperatura ambiente. Com uma alga bacterioldgica metalica, flambada e resfriada, foram
selecionadas colbnias de Lactobacillus spp. as quais foram inoculadas em solucdo salina
estéril (NaCl a 0,85%). As coldnias foram homogeneizadas até a turvacdo compativel com o
grau 0,5 da escala MacFarland (1 x 10° UFC/mL). Para isso, foi utilizado, como comparativo,
um tubo previamente aferido a 0,5 da referida escala. Em seguida, 100 pL da amostra diluida
foi semeada em placa contendo agar MRS (Difco). Posteriormente, com auxilio de um alca de
Drigalski, a amostra foi semeada em todas as direcdes na placa (cinco dire¢@es), procurando
abranger toda a superficie do agar. Ap6s 15 minutos, com auxilio de uma pinca flambada,
foram colocados de forma equidistante, diferentes discos impregnados com 0s seguintes
antibidticos Amicacina (AMI); Ampicilina (AMP); Azitromicina (AZl); Ciprofloxacina
(CIP); Cefalotina (CFL); Clindamicina (CLI); Cloranfenicol (CLO); Doxiciclina (DOX);
Eritromicina (ERI); Enrofloxacina (ENO); Estreptomicina (EST); Gentamicina (GEN);
Neomicina (NEO); Norfloxacin (NOR); Penicilina G (PEN); Sulfazotrim (SUT); Tetraciclina
(TET). Logo ap0s o processo as placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por
48 horas (CHAVES et al., 1999). Para avaliar o perfil de resisténcia a antimicrobianos foi
utilizado os limites de medidas de halos, definidos por Charteris et al. (1998). Os resultados
foram expressos como resisténcia (R), susceptibilidade moderada (SM) ou susceptibilidade

(S).

3.8 Analise estatistica
As medias da inibicdo de multiplicagdo dos quatro sorovares de Salmonella spp. foram

comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Para isso utilizou-se o
programa estatistico ASSISTAT (SILVA et al., 2009).
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4. RESULTADOS

O cultivo das trés amostras de fezes cecais examinadas resultou na selecdo de uma
estirpe sugestiva de pertencer ao género Lactobacillus spp. O microrganismo € Gram positivo,
resultado negativo na prova da catalase e coldnias morfologicamente semelhantes as
descri¢des prévias do género.

Os resultados das contagens em unidades formadoras de colbnias de bactérias nas
culturas dos quatro sorovares de Salmonella foram de 2,4 x 102 UFC/mL para S. Enteritidis,
2,6 X 108 UFC/mL para S. Typhimurium, 4 x 108 para S. Heidelberg e de 2 x 108 UFC/mL
para S. Senftenberg.

Os resultados da avaliagédo da inibicdo in vitro do isolado de Lactobacillus spp. frente

aos quatro sorovares de Salmonella estdo disponiveis na tabela 1.

Tabela 1. Resultado da inibicdo da multiplicacdo de S. Enteritidis, S. Typhimurium, S.

Heidelberg e S. Senftenberg frente ao isolado de Lactobacillus spp.

Sorovar *Inibicéo da

de Salmonella  multiplicacéo

(IM)R1 IM R2 IM R3 IM R4 Média + o
Enteritidis 4,0 3,8 3,7 3,7 3,8a+0,14
Typhimurium 34 Bhs ghs 3,2 3,3b+0,08
Heidelberg 3,1 3,0 2,7 2,5 2,8C+0,27
Senftenberg 3,0 2,7 2,7 2,6 2,7d+0,17

*IM= corresponde a medida em centimetros (cm) do didmetro do halo de inibicdo da multiplicacdo de
Salmonella subtraido do didmetro do ponto de inoculacdo do Lactobacillus spp. Médias seguidas de letras

diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 %.
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A tabela 2 demonstra o perfil de resisténcia antimicrobiana do isolado de

Lactobacillus spp.

Tabela 2. Perfil de resisténcia a antimicrobianos de um isolado de Lactobacillus spp.

Antimicrobiano Classe Concentracéao Diametro do Classificacaol
halo (mm)

Amicacina Aminoglicosideo 30 ug 19 S
Ampicilina B — lactamico 10 pg 35 S
Clindamicina Lincosamina 2 ug 32 S
Cloranfenicol Cloranfenicol 30 pug 26 S
Estreptomicina  Aminoglicosideo 10 pg 16 S
Gentamicina Aminoglicosideo 10 pg 26 S
Penicilina G B — lactamico 10 pg 45 S
Tetraciclina Tetraciclina 30 pg 21 S
Azitromicina* Macrolideo 15 pg 13 S
Doxiciclina* Tetraciclina 30 ug 27 S
Neomicina* Aminoglicosideo 30 pg 25 S
Sulfazotrim* Sulfonamida 25 ug 30 S
Cefalotina Cefalosporina 30 ug 0 R
Enrofloxacina* Quinolona 5pug 10 R
Eritromicina Macrolideo 15 pg 0 R
Ciprofloxacina Quinolona 5pug 0 R
Norfloxacin Quinolona 10 pug 0 R

1= Os resultados séo expressos como R (resistente), S (susceptivel) ou MS (moderadamente susceptivel)
* = Antimicrobianos descritos na tabela de classificagdo descrita pela ANVISA 2005 .
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5. DISCUSSAO

A criacdo de aves em sistema intensivo favorece a multiplicacdo e disseminacdo de
Salmonella spp. Mesmo com o0s avangos nas etapas de abate e processamento de ovos, esse
microrganismo ainda consegue chegar ao alimento e, consequentemente, causar infeccéo
alimentar nos consumidores. Por isso, a busca por métodos eficientes para controle das
infeccbes por Salmonella spp. nas criacdes avicolas tem sido constante. Entre estes o
desenvolvimento de produtos de exclusdo competitiva (EC) sdo os que vém apresentando 0s

melhores resultados.

Segundo Nurmi e Rantala (1973), um produto de EC deve ser seguro, livre de
patdgenos para animais e humanos, proteger o animal contra infeccdo e disseminacdo de
patégenos como Salmonella spp., deve ser facil de manusear, preservar e possuir custo baixo.
A maioria dos produtos de EC com boa eficécia utiliza cultivo de microbiota cecal de aves
adultas saudaveis (METHNER et al., 1999). No entanto, ha preocupacdo das autoridades de
salde na utilizacdo de culturas ndo definidas devido a possibilidade de conterem
microrganismos patogénicos e também pelo fato de serem de dificil controle de qualidade na
inddstria (BARROW et al., 2012).

A tentativa de reunir a eficacia da EC com a seguranca e consisténcia de um produto
comercial, vem fazendo com que empresas e pesquisadores tentem desenvolver os produtos
ditos de composicdo microbioldgica definida (COX; CHUNG, 2000). A selecdo de estirpes
para comporem um produto de EC se inicia com o isolamento e posteriores testes in vitro,
incluindo o método “spot on the lawn” para verificar o poder inibitorio da estirpe frente a
isolados de Salmonella spp. (LEWUS et al., 1991).

Segundo Cox et al. (2000) os géneros Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus.
Bifidobacterium sdo alguns dos principais da composicdo dos produtos de EC. No presente

estudo foi isolado um microrganismo sugestivo de pertencer ao género Lactobacillus.

Os Lactobacillus spp. sabidamente estimulam a secre¢do de imunoglobulina IgA
secretoria, auxiliando a imunidade intestinal (ANDREATTI-FILHO, 2007). Aliado a isso,
secretam lactato, acetato, succinato e etanol, auxiliando na proliferagdo de outros géneros com
propriedades benéficas como os Bacillus, Bifidiobacteriuim e Bacteriodes. Em conjunto esses
microrganismos promovem a reducdo da concentracdo de oxigénio, além de produzir acidos
graxos volateis, diminuir o pH e se ligarem a mucosa intestinal, restringindo a multiplicacao

de bactérias patogénicas como b Salmonella spp. (ITO et al, 2007). Estudos comprovam que
30



os Lactobacillus spp. possuem a propriedade de produzir substancias antimicrobianas como
bacteriocinas (COCCONCELLI, 1993). Portanto, sdo realmente bons candidatos para

composicao dos produtos de EC de composic¢édo definida.

No presente estudo, utilizando-se o método “spot on the lawn”, o isolado de
Lactobacillus spp. apresentou melhor poder inibitério frente a multiplicagdo do sorovar
Enteritidis (P<0,05), quando comparado aos outros sorovares (Typhimurium, Senftenberg e S.
Heidelberg). Ao comparar os resultados do presente estudo com os de Barros et al. (2009),
verifica-se que o poder inibitdrio verificado no presente estudo foi superior ao descrito pelos
referidos pesquisadores. Lima et al. (2009) também avaliou a atividade inibitéria de
Lactobacillus salivarius frente a 15 isolados de S. Enteritidis pelo método “spot on the lawn”,
Os halos de inibicdo variaram de 12 a 24 mm, resultados também inferiores aos encontrados
no presente estudo. Portanto, considerando apenas a propriedade de inibigdo in vitro de
Salmonella spp., a estirpe isolada no presente estudo seria um bom candidato a compor um
produto de EC.

Analise do perfil de resisténcia do isolado de Lactobacillus spp. obtido indica que o
mesmo € resistente a pelo menos 5 diferentes antimicrobianos. A cefalotina, um antibidtico da
classe das cefalosporinas de primeira geracéo; a ciprofloxacina, uma quinolona de segunda
geracdo; a norfloxacina e enrofloxacina pertencentes a classe das fluoroquinolonas (subclasse
das quinolonas) e a eritromicina, da classe dos macrolideos . Embora os produtos de EC
contendo Lactobacillus spp. oferecam beneficios a saude intestinal de aves, ndo € desejavel
que 0s mesmos contenham estirpes resistentes a antimicrobianos, pois podem interagir com
outras bactérias da microbiota, incluindo Salmonella spp., e transferir genes de resisténcia a
essas (DUSKOVA; ARPISKOVA, 2013).

De acordo com Magiorakos et al. (2011), uma junta de pesquisadores de diferentes e
representativos 6rgdos de saude publica do mundo definiram que bactérias Gram positivas sao
consideradas  multiresistentes ao apresentarem resisténcia a trés ou mais classes de
antibioticos. Portanto, embora a estirpe isolada tenha mostrado capacidade de inibir a
multiplicacdo de sorovares de Salmonella spp., 0 mesmo apresentou multiresisténcia a trés
classes de antibioticos e ndo deveria ser utilizada na composi¢do de um produto comercial de
EC. Embora muitos pesquisadores e empresas ndo avaliem as caracteristicas de resisténcias a
antimicrobianos durante a selecdo de estirpes com propriedades probidticas (ANDREATTI et
al., 2007); (BARROS et al., 2009); (COX; CHUNG, 2000), esses testes deveriam ser

praticados.
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6. CONCLUSOES

- E possivel isolar Lactobacillus spp. de fezes cecais de aves adultas.

- O isolado de Lactobacillus spp. é capaz de inibir os quatro sorovares de Salmonella
(Salmonella Enteritidis, S. Typhimurium, S. Senftenberg e S. Heidelberg).

- O isolado € resistente a cinco antibiéticos de trés classes diferentes (cefalotina,

ciprofloxacina, norfloxacina, enrofloxacina e eritromicina).
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