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RESUMO

A presenca de Salmonella sp. em suinos ao abate evidencia a necessidade da
implantacdo de programas de controle nas granjas produtoras, tanto pela corre¢do de
fatores de risco como pela adocdo de medidas auxiliares que contribuam para diminuir o
numero de animais portadores e excretores da bactéria. O objetivo desse estudo foi testar
o efeito da adicdo de acidos organicos e prebidtico a dieta de suinos infectados
experimentalmente por Salmonella Typhimurium. Foram utilizados 46 leitdes com 43
dias de idade, distribuidos em blocos casualizados e em quatro tratamentos: T1 — Dieta
Basal; T2 - Dieta Basal + Acido Organico Encapsulado; T3 - Dieta Basal + Acido
Organico ndo Encapsulado; T4 - Dieta Basal + Prebidtico (mananoligossacarideo). As
dietas foram administradas aos animais por oito semanas, sendo que apds duas semanas
todos os animais foram inoculados pela via oral com Sa/monella Typhimurium (dia OPI).
Foram realizadas colheitas de sangue (-14, 0, 7, 14, 21, 28 e 35 PI) para pesquisa de IgG
anti-Salmonella, e de fezes (-14, -7, 0, 3, 7, 14, 21 e 28) para pesquisa e quantificacdo de
Salmonella, Enterococcus, Lactobacillus e coliformes totais. No dia 35PI os animais
foram eutanaziados e fragmentos de 6rgaos foram submetidos a pesquisa de Salmonella.
Foram coletados segmentos do intestino delgado, de cada animal, para analise de
morfometria e pesquisa de IgA de mucosa. Os resultados indicam que a adi¢ao de acidos
organicos € mananoligossacarideo na dieta de suinos na fase de crescimento nao foi capaz
de impedir a infec¢do dos animais, e a soroconversdo foi observada a partir do dia 7PI.
Observou-se menor excre¢ao de Salmonella no grupo tratado com mananoligossacarideo,
com diferenca estatistica no dia 28PI. No dia 35PI, os grupos tratados com acidos
organicos e com prebidtico apresentaram menor contagem de Salmonella no conteudo
cecal em um dos blocos do experimento. Apenas na populacdo de Lactobacillus
observou-se, em um dos blocos do experimento, aumento significativo nos grupos
tratados (T2, T3 e T4) em relagdo ao grupo controle. Diferencas de morfometria de
vilosidades e concentra¢do de IgA na mucosa intestinal ndo foram observadas entre os
grupos. A partir disso, conclui-se que a adigdo de mananoligossacarideo na dieta pode
contribuir para a menor excre¢cdo de Salmonella Typhimurium em suinos.

Palavras Chave: suinos, Salmonella, dcidos organicos, mananoligossacarideo.



ABSTRACT

The presence of Salmonella sp. in pigs at slaughter highlights the need to implement
control programs in producing farms, both for the correction of risk factors,and to adoptio
measures, which are effective for reducing the number of carrier animals and excretion of
the bacteria. The aim of this study was to assess the effect of the addition of organic acids
and prebiotic to the diet of pigs experimentally infected with Salmonella Typhimurium.
We used 46 piglets, with 43 days old, distributed in a randomized block design with four
treatments: T1 - Basal Diet, T2 - BD + Encapsulated Organic Acid, T3 - BD + not
Encapsulated Organic acid, T4 - BD + prebiotic (mannanoligosaccharide). The diets were
fed to animals for eight weeks, and after two weeks all animals were inoculated orally
with Salmonella Typhimurium (day 0 PI). Blood was collected (-14, 0, 7, 14, 21, 28 and
35 PI) for the detection of IgG anti-Salmonella, and feces (-14, -7, 0, 3, 7, 14, 21, 28) for
detection and quantification of Salmonella, Enterococcus, Lactobacillus and Coliforms.
On 35PI, the animals were euthanized and organs samples were collected for Salmonella.
Segments of the small intestine of each animal for morphometric analysis and mucosal
IgA detection. The results indicate that the addition of mannanoligosaccharide and
organic acids in the diet of pigs in the growing phase was not able to prevent infection of
animals, and seroconversion occurred on the day 7PI. There was a lower excretion of
Salmonella in the group treated with mannanoligosaccharides, with no statistical
difference in the day 28PI. On day 35PI, the groups treated with both organic acids and
prebiotics showed lower counts of Salmonella in cecal contents. A significant increase on
the Lactobacillus population was observed in the treated groups (T2, T3 and T4), in are
experimental block. No differences in morphology of villi and concentration of IgA in the
intestinal mucosa were observed between the groups. We conclude that the addition of
mannanoligosaccharides in the diet can contribute to decrease excretion of Salmonella

Typhimurium in pigs.

Keywords: Sa/monella, pigs, organic acids, mannanoligosaccharides
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

A suinocultura brasileira tem se destacado no mercado mundial, como uma
moderna cadeia produtiva com credibilidade e altos indices zootécnicos. A intensificacao
da produgdo tem sido uma caracteristica deste setor, respondendo a demanda de mercado,
porém a busca por volume de carne produzida vem acompanhada de exigéncias de
qualidade e garantia de inocuidade para o consumidor. Este contexto leva as
agroindustrias a despenderem maior atengdo a programas de controle de qualidade, tanto
na produg¢do animal, quanto no processamento industrial. Uma preocupacao das empresas
brasileiras ¢ o controle da infeccdo por Salmonella em seus rebanhos, ja que as atuais
relagdes com o mercado exigem medidas preventivas. O enfoque no controle e
monitoramento deste agente vem crescendo na tentativa de diminuir sua prevaléncia
desde o campo até o produto final no frigorifico.

Uma das medidas amplamente adotada na suinocultura para controle e
prevengdo de patdogenos ¢ o uso de antimicrobianos na rag¢do. Esta medida também ¢
apontada como responsavel pela melhora dos indices zootécnicos da granja, baseado no
efeito promotor de crescimento de alguns principios ativos. Entretanto, seu uso vem
sendo restringido em diversos paises, em virtude da possibilidade da selecdo de cepas
bacterianas resistentes. Cepas de Salmonella multiresistentes tém sido constantemente
observadas em amostras de origem suina (PEREIRA et al., 2007), o que serve de suporte
para as normas estabelecidas nos paises que baniram o uso de antimicrobianos. De acordo
com van Pelt (2007), a propor¢dao de casos na Holanda causados por S. Typhimurium
DT104, considerado um fagotipo resistente a antimicrobianos, alcangou 15% do total de
isolamentos de Salmonella em humanos. Outra preocupacdo da agroindustria ¢ a garantia
que os produtos estejam livres de residuos de antimicrobianos, especialmente daqueles
determinados pelo mercado internacional. Especificamente no controle da infec¢do por
Salmonella, a utilizagdo de antimicrobianos ndo ¢ indicada, pois além dos aspectos de
resisténcia considerados anteriormente, a antibioticoterapia ndo elimina o estado de
portador (HURD et al., 2001).

Suinos portadores e excretores de Salmonella no pré-abate sdo responsaveis por

mais de 70% das contaminagdes de carcaca (SWANENBURG et al., 2001). Apesar da
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industria aplicar programas APPCC para o controle dessa contaminacdo, os resultados
dos mesmos sdo influenciados pela pressdo exercida pelo nimero de animais infectados
ao abate. Dessa forma, as primeiras medidas de controle no sistema de producdo devem
ser adotadas para diminuir a prevaléncia de animais portadores.

Associados as medidas de intervencdo direcionadas a pontos criticos e fatores
de risco, métodos alternativos de controle para diminuir patdgenos intestinais tém sido
freqlientemente praticados na produgdo animal. Para o controle de Sa/monella, tém sido
propostos aditivos na ragdo, como acidos organicos e prebioticos, para a reducdo do
indice de animais portadores (FEDORKA-CRAY et al., 1997; LETELLIER et al., 1999).

Estudos com 4cidos organicos tém observado efeito positivo sobre a
microbiota intestinal (PIVA et al., 2007). Estes componentes podem exercer acao
bactericida ou bacteriostatica em decorréncia da dissociacdo 4acida no citoplasma
bacteriano (BASSAN, et al, 2008). A reducdo no limen intestinal do indice de
patdégenos, que em sua maioria sdo bactérias Gram negativas, induz o aumento da
propor¢cdo de bactérias Gram positivas produtoras de 4acido latico, determinando a
acidificacdo do meio e ampliando o efeito de inibicdo dos patdégenos no intestino
(IMMERSEEL et al., 2002).

Alguns autores constataram que certos produtos naturais exercem efeito de
prebioticos, agindo como estabilizantes da microbiota intestinal (MATHEW et al., 1993;
LETTELIER et al, 2001). O produto mais utilizado desse grupo ¢ o
mananoligossacarideo (MOS). O MOS ¢ um carboidrato derivado da parede celular
externa da levedura Saccharomyces cerevisiae e sua agdo se explica pela interferéncia
com a aderéncia de bactérias Gram negativas em decorréncia de sua ligacdo as fimbrias
aderentes 2 manose. Dessa forma, as bactérias sdo impedidas de aderirem aos receptores
presentes nas células do trato gastrintestinal, uma vez que seus receptores fimbriais estdo
ocupados pelo MOS (MILES, et al., 1993). Indiretamente, este aditivo pode conferir
melhoria da resposta imune, com proliferacdo de células mononucleares, e inducdo na
sintese de imunoglobulinas, em especial a [gA (BRANDTZAEG et al., 1998) e promover
modifica¢des benéficas nas caracteristicas anatdmicas do trato gastrintestinal, através do

aumento na area de absor¢do da mucosa intestinal (HOWARD et al. 1993).
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Estudos desenvolvidos no sul do Brasil tém observado que a infeccdo por
Salmonella e sua permanéncia em animais portadores ¢ freqliente sendo um desafio a ser
enfrentado pelo sistema de produgdo (KICH et al., 2007; SCHWARZ et al., 2009). Com o
objetivo de controlar a infec¢do por este agente, devem ser avaliadas medidas de controle
de Salmonella em suinos de crescimento e terminagdo, como forma de propor protocolos
que permitirdo alcangar niveis de prevaléncia aceitaveis em prazos mais curtos do que ¢é
possivel apenas com intervencdes de manejo. O Setor de Medicina Veterinaria Preventiva
da UFRGS, em parceria com a Embrapa Suinos e Aves vem realizando pesquisas para o
desenvolvimento de estratégias de controle da infec¢do por Salmonella em suinos
adaptadas as condigdes da suinocultura brasileira. Compondo esta linha de pesquisa, o
presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de 4cidos organicos e prebidticos
sobre o efeito da excrecdo de Salmonella em suinos em fase de crescimento infectados
experimentalmente. Paralelamente, foram considerados outros fatores como a
composi¢do da microbiota intestinal, alteracdes morfologicas das vilosidades e secregdo

de IgA.
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CAPITULO 2: REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Microrganismos presentes no trato gastroentérico

Dentro da fisiopatologia animal, o trato gastroentérico ¢ uma importante porta
de entrada de patdgenos no organismo e, consequentemente, para o desenvolvimento de
doencas. Porém, hé barreiras naturais protetoras para prevenir tal invasdo. A mucosa do
trato gastroentérico apresenta ambiente ideal para colonizacdo e multiplicagdo de
microrganismos, que irdo compor a microbiota intestinal. Alguns exercem papel de
grande importancia na digestdo e absor¢do dos nutrientes, bem como na sintese de
vitaminas. Ao lado disto, a microbiota intestinal também prepara o intestino do neonato
para futuramente, também agir como um 6rgdo de defesa (KAMIMURA et al., 2006).

O estabelecimento da microbiota no neonato inicia-se no momento do
nascimento, pelo contato com a mucosa vaginal materna. As superficies e mucosas dos
animais, que em condigdes fetais sdo estéreis, rapidamente sofrem coloniza¢do por
diversos microrganismos. Estes microrganismos podem ser nocivos, ou ndo causarem
qualquer lesdo no hospedeiro e exercerem um efeito benéfico no animal. A microbiota
benéfica auxilia na digestdo e absor¢do de nutrientes, produz vitaminas que serao
utilizadas pelo hospedeiro e diminui, por exclusdo competitiva, a proliferacdo de agentes
patogénicos (ROY & GIBSON, 1999). As bactérias nocivas podem causar inflamagdo na
mucosa intestinal, gerar metabolitos toxicos e propiciar o aparecimento de enfermidades.
Em condi¢des normais, estas populagdes encontram-se em equilibrio. No entanto, em
condigdes que levam ao estresse como mudanga da dieta, alteragdes climaticas, densidade
elevada, ventilagdo deficiente, ou qualquer outra situacdo desfavoravel, as populacdes
benéficas podem diminuir, enquanto as nocivas proliferam, o que se reflete
negativamente sobre o desempenho animal (MATHEW et al., 1993).

A populagdo de bactérias e a diversidade de espécies presentes em dado
segmento do trato gastrintestinal sdo afetadas pelo pH e tempo de retencdo do contetdo.
O baixo pH do ambiente estomacal e o fluxo rapido de conteudo do intestino delgado
tendem a inibir a multiplicagdo de muitas bactérias. Por outro lado, o pH relativamente

neutro e a retencdo prolongada de conteudo no intestino grosso permitem o
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desenvolvimento de populacdes microbianas compostas por centenas de espécies distintas
de bactérias (PEDROSO et al., 2005).

A resisténcia a colonizacdo do intestino por bactérias patogénicas mediada
pela microbiota normal ocorre, principalmente, em duas regides do intestino: no contetido
luminal, devido a produ¢do de metabolitos toxicos, e na superficie da mucosa intestinal,
em razdo da ocupacdo dos sitios de ligagdo pelas bactérias da microbiota normal
(HENTGES et al., 1992).

Em individuos sadios, o duodeno ¢ ocupado por uma microbiota esparsa e
provavelmente transitoria, numa densidade de até 10° bactérias por grama de conteudo.
As bactérias mais freqiientemente encontradas nesse segmento sdo as dos géneros
Streptococcus, Lactobacillus e Bacteroides. O 1ileo apresenta uma microbiota em
densidade moderada, de cerca de 10° a 10® bactérias por grama de contetido, com
predominio dos géneros Streptococcus, Lactobacillus, Bacteroides e Bifidobacterium.
(RASTALL et al., 2004). O colon ¢ colonizado por uma densa e complexa comunidade
bacteriana, com cerca de 10° a 10" bactérias por grama de conteudo. De acordo com
Stevens (1998), cerca de 400 espécies bacterianas ja foram identificadas nessa porcao
intestinal. Mais de 99% dessas bactérias sdo anaerObias estritas, com predominio dos
géneros Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium e Clostridium. (RASTALL et al.,
2004). Os anaerdbios ocupam a maioria dos nichos disponiveis e produzem produtos
metabolicos secundarios como acido acético, butirico e latico; esses produtos associados
a condi¢do anaerdbica estrita tornam-se fatores que inibem o crescimento de outras
bactérias.

A composicdo da microbiota normal em uma dada regido do trato intestinal
ndo ¢ facilmente definida, pela dificuldade de distinguir entre microrganismos residentes
e transitorios. Muitos desses microrganismos ndao sdo cultivdveis em meios de
laboratorio, de tal forma que permanecem ndo detectados devido as limitagdes dos
métodos convencionais de isolamento e identificagdo (STEVENS et al., 1998). Entre as
bactérias que podem ser isoladas por métodos convencionais, encontram-se 0s géneros
Lactobacillus, Bifidobacterium e Enterococcus e as bactérias da familia

Enterobacteriaceae.
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O género Lactobacillus ¢ composto por bastonetes Gram positivos, nao-
esporulados, catalase-negativos, desprovidos de citocromos, anaerdbios, mas
aerotolerantes, acido-tolerantes e estritamente fermentativos. O acido latico é o principal
produto final da fermentagdo de agucares (HOLT et al, 1994). As espécies L.
casei/paracasei € L. rhamnosus constituem uma fracdo substancial da microbiota de
lactobacilos da mucosa intestinal (BURITI et al., 2007). Os efeitos de probiose atribuidos
a essas espécies sdo alcangados, principalmente, em decorréncia da modulagdo da
composi¢do da microbiota intestinal permanente e transitdria, por meio da produgdo de
acidos organicos e bacteriocinas.

O género Bifidobacterium ¢é pertencente ao grupo dos anaerdbios estritos
(HOLT et al., 1994). Estas bactérias sdo imoveis, Gram positivas, ndo esporuladas,
catalase negativas, em forma de bastonete curvo caracterizados por uma bifurcacdo em
forma de Y. Crescem em pH entre 4,5 e 8,5 e temperatura entre 37 e 41°C. As
bifidobactérias no intestino grosso fermentam os carboidratos e as fibras alimentares que
ndo foram digeridas no intestino delgado, formando gases (hidrogénio, dioxido de
carbono, oxigénio, amonia, metano), e produzindo, assim como os Lactobacillus, 4cido

latico e 4cidos graxos de cadeia curta.

O género Enterococcus compreende cocos Gram positivos, em arranjo de
pares ou cadeias curtas, anaerobios facultativos, catalase negativos e imoéveis
(GUARNER & MALAGE, 2003). Este grupo de bactérias pode ser cultivado na
presenca de altas concentragdes de sal, toleram a presenca de sais biliares e hidrolisam a
esculina. Estas propriedades podem ser utilizadas para distinguir enterococos de outros
cocos Gram positivos, catalase negativos. (MURRAY et al., 1998; FACKLAM, et al.
1999). Sao bactérias produtoras de acido latico, desempenham atividades metabolicas
uteis, como a lipolise e esterolise, utilizam citrato e algumas cepas sintetizam
bacteriocinas. Estas bactérias sdo encontradas em mamiferos, passaros, répteis e insetos,
bem como estdo presentes no solo, plantas e 4gua, no qual, comumente, sdo consideradas
contaminantes de origem fecal (FACKLAN et al., 1999).

Os géneros Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Proteus,
Salmonella, Shigella e Yersinia pertencem a familia Enterobacteriaceae, e sao

amplamente distribuidos, podendo ser encontrados no solo, dgua, frutas, vegetais, animais
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e nos seres humanos. Estas bactérias apresentam forma de bacilos Gram negativos, sao
anaerobias facultativas, oxidase negativa e catalase positiva, catabolizam D-glicose e
outros carboidratos com producdo de 4cido, sdo capazes de multiplicar na presenga de
sais biliares, sendo a maioria mével (HOLT et al., 1994). Escherichia, Citrobacter,
Enterobacter e Klebisiella formam o grupo dos coliformes totais, que se caracterizam por
fermentar a lactose com produgdo de aldeido, 4cido e gas a 35°C. Esse grupo de bactérias
¢ habitante do intestino do homem e dos animais, porém também pode ser encontrado
como microbiota ambiental. Escherichia coli é o principal componente dos chamados
coliformes fecais ou coliformes termotolerantes, os quais estdo associados mais
estritamente com o trato gastrintestinal. Esse grupo caracteriza-se pela capacidade de
fermentar a lactose com producgdo de 4cido e gas a temperatura de 44,5°C, caracteristica
utilizada para sua diferencia¢do dos demais coliformes.

Muitos microrganismos desta familia sdo patdgenos e tém importancia em
saude publica. Dentre estes, destacam-se Salmonella e Shigella (HOLT et al.,1994), que
podem causar diarréia, febre, colica, levando ao desconforto, perda de produtividade no

trabalho e, em individuos imunocomprometidos, a septicemia.

2.2 Caracteristicas gerais do género Salmonella

O género Salmonella caracteriza-se por fermentar a glicose, como todos os
membros da familia Enterobacteriaceae, mas geralmente ndo fermenta a lactose ou o
fazem lentamente (CLARKE & GYLES; 1990). A maioria, exceto o0s sorovares
Gallinarum e Pullorum, ¢ portadora de flagelos peritriquios, que conferem motilidade.
(HOLT et al., 1994). E indol negativa, produz 4cido sulfidrico, e ¢ capaz de utilizar o
citrato como unica fonte de carbono (HOLT et al., 1994). Nao apresenta enzima urease €
¢ capaz de descarboxilar lisina e ornitina.

Sdo resistentes a dessecacdo e ao congelamento, podendo sobreviver no
ambiente por anos. A temperatura 6tima para o seu crescimento ¢ 35 a 37°C, porém sdo
capazes de multiplicacdo em uma faixa de temperatura limite, variando de 7°C a 45°C.
No entanto, sdo sensiveis a luz solar (GRIFFITH et al., 2006) e a maioria dos
desinfetantes como fendis, clorados e iodados (BOROWSKY et al., 2006). Apresenta um

pH 6timo para crescimento entre 6,5 e 7,5, podendo tolerar condi¢des de pH entre 4,5 e
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9,0. Valores menores que 4,1 podem ser letais para Salmonella sp. (TORTORA et al.,
2003).

Atualmente o género compreende trés espécies: S. enterica, S. bongori e S.
subterranea (SHELOBOLINA et al., 2004). Salmonella enterica é dividida em seis
subespécies, enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica (REEVES et al.,
1989). A espécie Salmonella enterica subespécie enterica apresenta uma grande
variedade de sorovares, conforme sua formula antigénica. A denominacdo dos sorovares
¢ apresentada apos a subespécie ou apds o género, sendo derivada usualmente da origem
geografica da primeira cepa isolada (REEVES et al., 1989).

O niimero de sorovares identificados aumenta a cada ano, englobando mais de
2.500 ja descritos. A maioria deles ndo ¢ adaptada a um unico hospedeiro, podendo
causar doengas tanto no homem quanto em animais (WRAY & SOJKA, 1997). Ainda
assim, existem sorovares de Sa/monella adaptados a um hospedeiro especifico, tais como:
S. Typhi, para humanos, S. Choleraesuis, para suinos, S. Dublin, para bovinos
(GRIFFITH, et al., 2006) e S. Pullorum e Gallinarum para aves (SNOEYENBOS &
WILLIAMS, 1991). Outros sorovares, como S. Typhimurium, S. Anatum e S. Newport,
afetam um grande nimero de hospedeiros, exercendo importante papel na disseminagao
da salmonelose entre diferentes espécies (HIRSH et al., 1990). Um dos sorovares mais
freqlientemente isolados em suinos no Rio Grande do Sul tem sido o Typhimurium
(BESSA et al., 2004, CASTAGNA et al. 2004 , SILVA et al. 2006), enquanto nos surtos
registrados de infec¢des humanas de origem alimentar tem predominado S. Enteritidis

(GEIMBA et al., 2004).

2.3 Salmonelose em humanos

Em humanos, Sa/monella pode apresentar duas diferentes manifesta¢des clinicas:
a forma entérica — tifoide ou paratiféide — e a forma gastroentérica — ndo tifoide causada,
principalmente, pela S. Enteritidis e S. Typhimurium. A forma tiféide ocorre através da
infeccdo por S. Typhi, causando mal-estar, cefaléia, febre, ndusea, vomito e dor
abdominal, podendo ser acompanhada de erupcdo cutanea. Anualmente, sdo estimados
aproximadamente 20 milhdes de casos de infeccdo por S. Typhi e 200.000 mortes em

todo o mundo (CRUMP et al., 2004).
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Salmonella ¢ um dos mais importantes patdogenos transmitidos por alimentos
carneos de origem suina nos Estados Unidos. Cerca de 1,4 milhdes de pessoas sofrem
com a infec¢do por este agente todos os anos. Em 21,9% dos casos ¢ isolada S.
Typhimurium, sendo este um dos sorotipos mais importante nas infecgdes de origem
alimentar (CDC, 2009). De acordo com o White Paper on Food Safety (Commission of
the European Communities), este patdgeno ¢ apontado como uma das mais importantes
zoonoses em paises desenvolvidos. Sendo assim, a disponibilizacdo de produtos livres de
microrganismos ou com baixos niveis de contamina¢do tornou-se essencial, para garantir
vantagens na comercializacdo e exportagdo de alimentos.

Sdo registrados anualmente entre 40.000 a 60.000 casos de salmonelose
humana nos EUA, mas estimativas do nimero de casos reais chegam a alcangar 3
milhdes, demandando, por sua freqiiéncia, elevado volume de recursos aos sistemas de
satde (CDC, 2009). Conforme Hald & Wegener (1999), entre as fontes de infecgdes
humanas na Dinamarca, 40-45% sao provenientes de ovos e 10-15% de produtos suinos.
Da mesma forma, teve grande impacto neste pais o relato de Maguire et al. (1993) sobre
um surto de infec¢do humana por S. Typhimurium, afetando 206 individuos, em que a
fonte de infecgdo foi relacionada a ingestdo de carne suina contaminada.

Existe uma demanda, principalmente entre os consumidores dos paises
industrializados, quanto a seguranga dos produtos de origem animal (FRANCO et al,,
1996). A possibilidade de contaminagdo dos produtos por Salmonella, e os riscos
associados a este fato, tende a ser muito conhecida por parte dos consumidores, gerando
maior expectativa de controle. Associa-se a isto, o fato de paises como a Dinamarca
terem langado programas de controle de Sa/monella em rebanhos suinos, desencadeando
uma pressao em outros paises produtores para a implementacdo de medidas semelhantes.
As carnes e seus derivados sdo alimentos bastante susceptiveis a contaminag¢do por
Salmonella (SEIXAS et al., 2009). Esse fato esta relacionado a dificuldade de manter os
lotes livres deste patégeno. Mesmo um pequeno numero de bactérias viaveis pode
oferecer risco para a ocorréncia de infec¢do, uma vez que as condi¢cdes de armazenagem,
distribuicdo e preparagdo dos alimentos podem favorecer a multiplicagdo do agente,
permitindo que o mesmo alcance a dose infectante para humanos. A manipulagdo do

alimento e os habitos alimentares, como a ingestdo de produtos de origem animal mal
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cozidos, aumentam as chances de transmissdo. A dose infectante depende do status
imunologico do hospedeiro, da viruléncia do agente e da composi¢cdo quimica do
alimento contaminado. De acordo com o Centro de Controle de Doencas dos Estados
Unidos (CDC), em 2008, a maioria dos registros de hospitalizagcdes e letalidade foi
referente & populacdo de risco: criancas, idosos e imunodeprimidos. Essa populacao
apresenta baixa resposta imunologica em fun¢ado da imaturidade ou debilitagdo do sistema
imunolégico, somada, em algumas situagdes, a baixa producdo de acido cloridrico no
estobmago que favorece a colonizacdo intestinal. De forma geral, a dose infectante mais
comumente citada fica em torno de 10° células para individuos imunocompetentes
(VARNAM et al., 1991).

O periodo de incubacdo em humanos, para amostras de Salmonella sp. nao
tifoides é de 12-72 horas e os sintomas mais comuns sdo cefaléia, nausea, vomito, colica
abdominal, diarréia e febre moderada. A diarréia pode durar até duas semanas, porém a

fase aguda restringe-se de dois a sete dias.

2.4 Infeccio por Salmonella sp. em suinos

A infeccdo por Salmonella sp. estd relacionada a duas diferentes
apresentacdes nessa espécie: a primeira cursando com manifestagdo clinica, nas formas
de enterocolite e septicemia; e a segunda como contaminante de carcagas e produtos que
podem levar a infecgdes em humanos (EKPERIGIN & NAGAJARA, 1998).

A septicemia, uma forma grave da doenga nos suinos, ¢ usualmente causada
por S. Cholerasuis e acomete principalmente leitdes com menos de cinco meses de idade
que apresentam, normalmente, inapeténcia, letargia, dispnéia, hipertermia, com
temperaturas superiores a 40,5°C. Os animais podem apresentar cianose nas extremidades
e abdomen. Na necropsia podem ser observadas lesdes no estdmago, esplenomegalia,
hepatomegalia, linfonodos gastrohepaticos e mesentéricos aumentados, pulmdes firmes e
resistentes, com edema interlobular. Podem, também, apresentar hemorragia,
broncopneumonia e ictericia (GRIFFITH, et al, 2006). Suinos que sobrevivem a
septicemia aguda podem desenvolver sinais clinicos devido as lesdes localizadas, como

pneumonia, hepatite, enterocolite e, ocasionalmente, meningoencefalite. Embora existam
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registros de infeccdo por S. Choleraesuis (WRIGHT J. et al., 1997, CHEN. et al.,1999), o
ultimo relato deste sorovar no Brasil foi realizado por Barcellos et al. (1991).

A enterocolite estd associada com S. Typhimurium, a qual se dissemina
rapidamente entre os suinos, porém com mortalidade baixa. Os animais apresentam
diarréia aquosa, amarelada, normalmente sem sangue ou muco. Os suinos acometidos
apresentam hipertermia, alimentando-se pouco e apresentando desidratacdo em
decorréncia da severidade e duragdo da diarréia. Os animais afetados apresentam enterite
necrotica, focal ou difusa, e colite. Podem ser encontrados ainda espessamento da
superficie mucosa do colon, ceco e ileo e aumento dos linfonodos mesentéricos,
principalmente o ileocecal (GRIFFITH, et al., 2006). Animais com enterocolite podem
desenvolver um definhamento cronico. Os suinos podem recuperar-se totalmente, mas
alguns poderdo permanecer como portadores e excretores intermitentes por meses
(WILCOCK; SCHWARTZ, 1992).

Os suinos portadores assintomaticos de Sa/monella sao as principais fontes de
contaminacdo das carcacas nos abatedouros, o que determina sua importancia
epidemiologica na saide publica. Suinos portadores excretam a bactéria no ambiente
infectando o lote, transmitindo horizontalmente entre os animais em contato no caminhao
e baias de espera, aumentando o nimero de animais infectados que adentram o
abatedouro. O transporte dos animais, os caminhdes contaminados, a espera pré-abate € o
abatedouro podem contribuir para uma contaminacdo cruzada, a partir de animais
excretores, sendo um ponto importante de contaminacdo. (VAN DER GAAG et al,
2003). Neste caso, o ponto mais critico ¢ a contaminagdo entre lotes, uma vez que lotes
com baixa prevaléncia de Salmonella sdo alojados nas baias contaminadas por lotes
anteriores. No Brasil, a relagdo entre os genotipos de Salmonella encontrados na baia de
espera e nas carcagas, em matadouro de Santa Catarina, foi relatada por Kich et al.
(2007), demonstrando que o tempo de espera observado nos frigorificos pode contribuir
para a transmissdo horizontal da bactéria que, posteriormente, podera chegar até a

superficie da carcaca.
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2.5 Fontes de transmissio de Salmonella para os suinos

Salmonella sp., por ser amplamente distribuida na natureza e ter muitos
hospedeiros e vetores, possui varias oportunidades de contaminar os sistemas de
producdo animal. Apesar da transmissdo via aerossol ser observada (FEDORKA-CRAY
et al., 1995), a principal forma de infec¢do ¢ a fecal-oral, podendo a bactéria permanecer
nos linfonodos mesentéricos, e ser excretada quando o animal for submetido a um fator
estressante como o transporte e/ou reagrupamento (HURD et al., 2002). Sua eliminag¢do
ocorre pelas fezes, permanecendo protegida na matéria organica e contaminando o
ambiente. Estas caracteristicas determinam as fontes de infeccdo que podem ser
agrupadas da seguinte forma: alimento contaminado; animais portadores e excretores;
vetores e contaminacao residual.

Apesar da contaminagdo da ragdo ser monitorada héa bastante tempo, ainda se
atribui risco significativo de introdugdo de Salmonella através da alimentacdo em granjas
de suinos (STARK et al., 2002). A utilizagio de farinhas de origem animal tem sido
apontada como a principal fonte de contaminacdo da racdo (MACIOROWSKI et al,
2006). Os tratamentos e melhorias direcionadas aos ingredientes de maior risco
diminuiram os indices de contaminagdo e aumentaram a ocorréncia relativa dos demais
componentes das dietas (MACIOROWSKI et al., 2006). De acordo com Griffith et al.
(2006), produtos de origem vegetal também podem servir como fonte de introdugdo de
Salmonella sp. nos alimentos. A contaminacdo em farelo de soja foi registrada no Brasil
por Albuquerque et al. (1999), que encontraram 12,82% (5/39) de amostras positivas para
Salmonella. Portanto, os esforcos para manter a ragdo livre de Salmonella requerem, além
da qualidade dos ingredientes (ROSTAGNO et al., 2003), boas praticas de producao,
cuidados com a racao final até seu fornecimento aos animais, evitando o contato com
passaros e roedores, materiais ou residuos contaminados nos caminhdes (FEDORKA-
CRAY et al., 1997).

A fase de crescimento e terminacdo tem sido considerada a mais critica para a
amplificacdo do nimero de animais infectados (VAN DER GAAG et al, 2003,
SCHWARZ et al., 2009), sendo o alojamento de leitdes excretores uma importante forma
de introducdo de Salmonella na granja. Em alguns sistemas de produgdo a transmissao

ocorre durante a fase de creche, como demonstrado em uma agroindustria brasileira em
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que a presenca de leitdes soropositivos (23,74%) e excretores de Salmonella (48,9%) no
momento do alojamento na terminagdo evidenciaram a infeccdo ocorrida na fase de
creche (KICH et al, 2005). A excrecdo de Salmonella neste periodo, em que os leitdes
sdo transportados, reagrupados e alojados, introduz e dissemina a bactéria na granja de
crescimento e terminagdo. A dindmica da infec¢do entre rebanhos pode variar, inclusive
com registro de excre¢do de Sal/monella na creche e declinio na terminacdo (KRANKER
et al., 2003). Porém, na maioria dos relatos a infec¢do tende a aparecer nas primeiras
semanas ap6s a chegada dos animais na terminacao (FUNK, et al., 2001; KICH et al.,
2007; SCHWARZ et al., 2009). A excregdo ativa da bactéria pode ser estimulada pelo
estresse associado a fatores como transporte dos animais (CLARKE et al., 1993), mistura
dos lotes na terminacdo (SOBESTIANSKY et al., 1999) superlotacdo das baias, idade,
inani¢do, administracdo de corticdides, entre outros.

A contaminacdo residual da granja, resultante de lotes anteriores infectados ¢
uma forma importante de manutencdo do agente nos rebanhos. Kich et al. (2005)
isolaram Sa/monella do piso das baias de 5/12 granjas de terminacao antes da entrada dos
animais. Em outro trabalho, Silva et al. (2006), estudando 70 creches de diferentes
empresas em Santa Catarina, encontraram contaminagao residual em 15,71% das granjas.
Estes resultados indicam que as praticas de limpeza, desinfeccdo e vazio sanitirio ndo
estdo sendo eficientes na eliminacdo da bactéria das granjas. Falhas de biosseguranca,
como a presenga de roedores e moscas nas instalagdes durante ou apds o vazio sanitdrio
foram identicadas como fatores de risco para a contaminacao residual por Salmonella em
creches dos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul (SILVA et al., 2006). Estes
roedores e vetores contribuem na disseminagdo da infeccdo, carreando o agente entre
baias, galpdes e demais instalagdes da granja. Em trabalho recente, BODE et al. (2008)
encontraram Salmonella sp. em comedouros, bebedouros e veiculos como botas,
ferramentas e caminhdes, sendo os mesmos considerados criticos para a manutengdo da

bactéria nas granjas.

2.6 Ocorréncia de Salmonella em rebanhos suinos brasileiros
Diversos trabalhos vém sendo conduzidos no Brasil com o intuito de monitorar os

rebanhos e apontar as fases de maior importancia para a transmissao de Salmonella sp. ao



26

longo da cadeia de produgdo. A prevaléncia ao abate em frigorificos no Rio Grande do
Sul foi investigada por Bessa et al. (2004), encontrando 56% de suinos portadores em
amostras de fezes e linfonodos mesentéricos (LM). Alguns anos mais tarde, Schwarz et
al. (2009) encontraram 77% de animais positivos em LM em frigorificos da mesma
regido, evidenciando a persisténcia da prevaléncia elevada de portadores ao abate. Nesse
mesmo estudo, evidenciou-se que os lotes amostrados ao abate apresentavam também
elevada soroprevaléncia contra Salmonella, demonstrando que a infeccdo dos animais
havia ocorrido no periodo de alojamento na granja. Em Santa Catarina, encontrou-se
prevaléncia de 65,34% de animais portadores de Salmonella em LM, em 1618 animais
provenientes de diversas granjas integradas a uma agroindustria da regido (KICH et al.,
2007). Prevaléncia menor foi encontrada no Mato Grosso, onde apenas 16% dos suinos
amostrados ao abate em diferentes frigorificos eram portadores de Salmonella sp.
(SILVA et al,, 2009). No Parana, foi observada presenca de Sal/monella em 17,33% dos
150 LM analisados (SPOLAORE et al., 2007), prevaléncia proxima a relatada por Zucon
et al. (2008), em estudo conduzido em quatro frigorificos de Sdo Paulo, e que resultou em
isolamento de Sa/monella sp. em 16,12% das amostras de fezes, LM e carcaga analisadas.

Estudos longitudinais também foram realizados no sul do Brasil, identificando
a fase de terminacdo como a mais freqlientemente envolvida na infec¢do dos rebanhos
suinos (SILVA et al., 2006; MULLER, 2009). Esta fase da criagdo também foi
considerada a mais critica por Letellier et al. (1999) em rebanhos canadenses ¢ Bahnson
et al. (2005) na suinocultura americana. Avaliando 14 coortes de suinos do nascimento ao
abate, Schwarz et al. (2009) encontraram 80% de soropositivos para Salmonella em
leitdes de um a trés dias de vida, relacionando esse achado com a aquisicdo de imunidade
materna pelo colostro. Confirmando essa hipotese, observou-se que esse indice decresceu
no desmame para 8,5% e, apés 21 dias de alojamento na creche, todos os animais eram
soronegativos. Apos duas semanas de alojamento na terminacdo, 49% dos suinos estavam
excretando Salmonella; até a idade de abate 88,42% soroconverteram e 77% eram
portadores nos linfonodos mesentéricos, evidenciando a importancia da fase de
crescimento e terminacdo para a amplificacdo do problema. Situacdo diferente em 12
lotes amostrados por Kich et al. (2006), em que 49% dos animais estavam excretando a

bactéria ao chegarem nas granjas de crescimento e terminacdo e 23,74% ja eram
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soropositivos, demonstrando que, em algumas situagdes, a transmissdo ocorre ja na fase
de creche.

A relagdo entre a ocorréncia de suinos portadores de Salmonella ao abate e a
contaminacdo de carcagas no frigorifico também tem sido investigada. Kich et al. (2007)
observaram que os genétipos de Salmonella, isolados de fezes e ambiente antes do
alojamento dos animais nas granjas de crescimento e terminagdo, estavam relacionados
com aqueles presentes nos linfonodos inseridos na musculatura, inguinais profundos e
pré-escapulares dos mesmos suinos ao abate. Ou seja, 0s genotipos, que ja infectavam os
leitdes no periodo de creche e inicio do crescimento, alcangaram os linfonodos profundos
¢ foram detectados no abatedouro. A contaminagdo das carcagas oriundas desses animais,
por sua vez, estava relacionada com amostras de Sa/monella isoladas das baias de espera
do frigorifico, indicando que esses grupos clonais estavam mais relacionados com a
contaminacdo superficial. Em Minas Gerais, em 120 suabes de carcagas, colhidas apds a
fase de escaldagem/depilacdo, antes e apoOs evisceracdo, e apos 24 horas de refrigeracao,
encontrou-se Salmonella em uma freqiiéncia média de 11,7% (LIMA et al., 2004). Em
estudo similar conduzido em Santa Catarina, foi relatada frequéncia de 38,8% de suabes
de carcaca positivos, colhidos apds escaldagem, flambagem, evisceracdo e lavagem
(SEIXAS et al., 2009).

Estudando a relagdo entre a infeccdo de lotes de animais abatidos e a
contaminacdo de produtos elaborados, Castagna et al. (2004) encontraram 93,94 % de
amostras positivas para Sa/monella em massa de embutidos elaborada a partir de carne
proveniente de lotes de suinos que tinham prevaléncia de 83,33% de animais positivos
em linfonodos. Paralelamente, 49,59% de amostras de cortes de pernil proveninetes dos
mesmos lotes de animais estavam contaminadas com Sa/monella (BANDEIRA et al.,
2007). Em relagdo a produtos disponiveis ao consumidor, Miirmann et al. (2009)
detectaram 24% de amostras de lingiiica frescal, adquiridas em estabelecimentos
comerciais de Porto Alegre, positivas para Salmonella, enquanto Fai et al. (2007)
encontraram 30% de amostras positivas em presunto suino cozido colhidos em

estabelecimentos de Fortaleza.
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2.7 Controle e prevencao de Salmonella sp. na cadeia produtiva de suinos

Programas de controle de Salmonella em suinos tém sido sistematicamente
elaborados e implementados nos paises produtores (GOLDBACH et al., 2006; BODE et
al., 2008). Estratégias de controle e prevengdo, por meio de intervengdes isoladas,
privilegiando apenas um elo da cadeia de producdo, tém pouca chance de sucesso no
controle desse agente. Devido as multiplas possibilidades de contaminagdo, medidas de
biosseguranca devem fazer parte do programa, eliminando a presenca de insetos e
roedores nas granjas; intensificando as praticas de limpeza e desinfecc¢ao das instalagdes e
equipamentos; eliminando animais doentes; restringindo a entrada de funcionarios e
visitantes, entre outras. A implementacdo de programas de boas praticas nas fabricas de
racdo e frigorificos, com medidas especificas direcionadas & Salmonella também devem
ser adotadas (GOLDBACH et al., 2006).

A ampla distribuicdo deste agente no ambiente e em animais determina uma
cadeia de transmissdo bastante complexa. A ado¢do de um protocolo de limpeza e
desinfeccdo eficaz ¢ crucial para controlar a infec¢do por Salmonella e outros patdgenos
no periodo de vazio sanitdrio da granja e antes do alojamento dos lotes de suinos
(BERENDS et al., 1996; FUNK et al., 2001). O manejo “todos dentro-todos fora” ¢
tradicionalmente adotado em granjas de suinos antes do alojamento de novos lotes.
Entretanto apenas a permanéncia da instalacdo vazia ndo demonstrou ser eficiente no
controle de contaminagdo residual por Salmonella (FUNK et al., 2001), sendo necessaria
limpeza e desinfeccdo efetivas.

A limpeza consiste em remover mecanicamente os dejetos acumulados nas
instalacdes, reduzindo a carga de microrganismos e obtendo superficies limpas, sem
matéria organica, que inative a a¢ao dos desinfetantes (KICH, et al., 2006). A desinfec¢ao
¢ um processo quimico para eliminagdo de microrganismos indesejaveis, atuando em sua
estrutura ou metabolismo. Busca-se, dessa forma, evitar sua transmissdo através da
reducdo da dose infectante (ASCENZI et al., 2006). A presenca de sujeira nas superficies
dificulta ou até mesmo impossibilita a agdo dos desinfetantes em toda a drea onde possam
estar alojados os microrganismos (SOBESTIANSKY et al., 1999). Recomenda-se iniciar
com a limpeza seca logo apos a saida dos animais seguida da limpeza imida, adicionando

um detergente na agua de lavagem. Estas substancias tém acao umedecedora e surfactante
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que, quando adicionadas na 4gua, reduzem a tensdo superficial, aumentando a capacidade
de penetracdo e o poder de remocdo da sujeira aderida ao piso, equipamentos e paredes
da instalacdo (ASCENZI et al., 2006).

Diversos compostos quimicos desinfetantes estdo disponiveis no mercado, sendo
os mais utilizados, na produg¢do animal, os compostos de amonia quaterndria,
glutaraldeido, iodoforo e hipoclorito (JAENISCH, 2007). Kich et al. (2004) avaliaram a
atividade antibacteriana de seis desinfetantes comerciais frente a amostras de Salmonella
Typhimurium isoladas de suinos. Foi observado que no tempo de contato de 5 e 15
minutos, na auséncia de matéria organica todos os desinfetantes testados foram eficazes.
Na presenga de matéria organica, porém, somente hipoclorito de sédio (1%), fenol e
acido peracético foi capaz de eliminar a bactéria in vitro. Em outro estudo, trabalhando
com 96 amostras de Salmonella Typhimurium, foi observada a sensibilidade de todas as
amostras ao quaternario de amonia, independentemente do tempo de contato ou da
concentracdo. Em relacdo ao iodofor, quatro amostras apresentaram resisténcia, mesmo
com tempo de contato de 60 minutos, e 59 foram resistentes na sub-concentra¢ao de uso
(BOROWSKY et al., 2006). Em relagcdo a Salmonella, somente a associacdo adequada,
da limpeza e desinfec¢do com o tempo necessario de vazio sanitario, podera contribuir
para a reducdo da contaminagdo residual (BODE et al., 2008).

A eliminag¢do de moscas e roedores que possam disseminar a bactéria ao longo
do sistema de producdo de suinos e entre granjas ¢ outra medida de controle importante.
O controle dessas populacdes ¢ efetivo quando combinada a diferentes técnicas, no
chamado controle integrado, incluindo a¢des mecanicas, quimicas e biologicas (PAIVA
et al., 1994). Dentre elas, pode ser destacado o manejo adequado dos dejetos e destino
dos animais mortos, constru¢do das instalacdes que dificultem ou impessam o acesso de
roedores a granja armazenamento correto da ragdo, utilizacdo de inseticidas e raticidas,
entre outros (OJHA & KOSTRZYNSKA, 2007). A pratica do controle de moscas e
roedores tem sido investigada através de andlises de fatores de risco associados a
contaminacdo residual por Salmonella sp. (KICH et al., 2004). Um estudo foi realizado
em instalagdes de creche apds a desinfec¢do e vazio sanitdrio em 70 granjas de suinos
aplicando um questionario e incluindo varidveis candidatas a fatores de risco. Foram

contempladas questdes relativas a limpeza e desinfeccdo, manejo e estado geral das
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instalacdes e biosseguridade. O resultado indicou que ha maior chance de contaminagao
residual por Salmonella quando hé presenca de trilhas de ratos nas instalagdes, presenca
de moscas e quanto maior for o intervalo de tempo entre a saida dos suinos das
instalacdes e o inicio das operacdes de limpeza e desinfeccao (SILVA et al., 2006).

O fornecimento de ragdo contaminada ja foi amplamente demonstrado como
fonte de infeccdo por Salmonella sp. em suinos e seu monitoramento constitui ponto
importante nos programas de controle (ALBAN et al, 2002; SILVA et al., 2006;
MULLER, 2009). Entretanto, a obtencdo de amostra representativa de ragdo, tanto na
fabrica quanto na granja, ¢ critica, o que resulta na dificuldade em demonstrar a
implicacdo da ra¢do na introducdo de Salmonella na granja e na infeccdo dos animais
(FUNK et al., 2001; KICH et al., 2005). Em um estudo conduzido no Rio Grande do Sul
e Santa Catarina, foi avaliado o numero de partidas positivas de ragdo que chegam na
granja observando que em 10/12 granjas houve isolamento de Salmonella de pelo menos
uma amostra ao longo do periodo de crescimento e terminagdo (KICH et al., 2005).
Verificando a presenga de Salmonella e enterobactérias em diferentes etapas de produgdo
da racdo, um recente estudo observou que as areas de armazenagem e recep¢do foram
criticas em relacdo ao isolamento de Sa/monella nas quatro fabricas estudadas, enquanto
a peletizacdo e resfriamento, ndo apresentaram amostras positivas. A armazenagem foi o
ponto com a maior percentagem de amostras com contagem superior a 100 Unidades
Formadoras de Colonia de enterobactérias (PELLEGRINI et al., 2009).

A utilizagdo de vacinas vivas atenuadas, de subunidades ou bacterinas tem
sido proposta com o intuito de auxiliar na diminuicdo do indice de animais portadores
(SOBESTIANSKY et al, 1999; LETELLIER et al, 2001). Kolb et al. (2002)
demonstraram reducdo de infec¢des subclinicas por Salmonella através de imunidade
cruzada decorrente da vacina viva atenuada contra S. Choleraesuis (SC54). A reducdo na
presenca da bactéria em linfonodos mesentéricos foi observada nos animais imunizados
com a vacina SC54, em comparagdo com o grupo controle (LETELLIER et al., 1999). A
mesma vacina aplicada no primeiro dia de vida de leitdes foi capaz de reduzir 45% e 47%
da prevaléncia sorolégica e de isolamento, respectivamente, no grupo vacinado em

relagdo ao grupo controle (SCHWARZ et al., 2007). Da mesma forma, Lumsden et al.
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(1991) mostraram a eficdcia da vacina viva atenuada contra S. Typhimurium na reducao
da eliminag¢do fecal da bactéria em suinos.

Juntamente com medidas de intervencdo direcionadas a pontos criticos e
fatores de risco, diversos tratamentos para reduzir o indice de portadores de Salmonella
sp. estdo sendo estudados (FEDORKA-CRAY et al., 1997; LETELLIER et al., 1999).
Aditivos fornecidos na racdo e produtos que promovam exclusdo competitiva tém sido
propostos para garantir menores indices de microrganismos patogénicos em suinos ao
longo da cadeia produtiva (MILTEMBURG et al., 2000; BEST et al., 2001). Entre esses,
prebidticos e acidos organicos sdo objetos de estudo com o intuito de contribuir com o
controle de Salmonella em suinos (FERKET et al., 2002), proporcionando condigdes
favoraveis ao desenvolvimento de microrganismos benéficos no trato gastrintestinal

(SANTOS et al. 20006).

2.8 Acidos Orgénicos

Acidos organicos sdo substincias que contém uma ou mais carboxilas em sua
molécula, incluindo 4cidos graxos e aminoacidos, e sdo constituintes de células vegetais e
animais (MROZ et al., 2002). Alguns deles podem ser formados por meio de fermentacao
microbioldgica no intestino, e outros resultam do metabolismo intermediario. Podem
estar disponiveis como sais de sddio, potassio e célcio; a vantagem desses sais em relagao
aos acidos livres deve-se ao fato de serem inodoros e de facil utilizacdo nos processos de
elaboracdo de ragdes animais. Varios 4cidos organicos sdo empregados na producdo
animal, sendo mais adotados em suinocultura os acidos fracos, de cadeia curta (C1-C7)
(ADAMS, 1999). Estes acidos, tais como o acético, o propidnico e o butirico sdo os
principais produtos finais da fermentag@o no intestino, sendo rapidamente absorvidos pela
mucosa (TSUKAHARA et al., 2002).

Os 4acidos organicos tém sido utilizados na producdo animal por serem
preservantes eficientes da rag¢do, além de uma alternativa no controle de patdégenos no
trato digestorio. A agdo mais efetiva dos dacidos ¢, provavelmente, a atividade
antimicrobiana, por meio da agdo direta de sua forma ndo dissociada, ou pela alteragdo
indireta da microbiota intestinal, em decorréncia da produ¢do de um meio favoravel para

multiplicagdo de bactérias laticas que causam a acidificacio no Iumen intestinal
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(TSILOYIANNIS et al., 2001). Porém, o conceito que acidos ingeridos com a dieta agem
pela diminui¢do direta do pH do trato disgestorio ¢ equivocada. Ao acrescentar acidos na
racdo ou na agua, efetivamente ocorre a diminuicdo do pH. Entretanto, ao chegar no
estomago a acidez ¢ compensada pela equalizagcdo do pH do alimento ou 4gua ingeridos
com o do conteudo estomacal, ndo permitindo uma alteragdo do pH final. (PARTANEN;
MROZ, 1999).

Os 4acidos organicos sdo lipossoluveis na forma ndo dissociada, podendo
difundir facilmente, através da membrana semipermedvel dos microrganismos, até o
citoplasma bacteriano. Uma vez no interior da célula, no qual o pH ¢é préoximo ao neutro,
sofrem dissociacdo em moléculas catidnicas e anidnicas. A forma catidnica contribui para
a acidificacdo do citoplasma bacteriano, o que resulta na dissipagdo da forca préoton-
motiva. Essa por sua vez, ¢ essencial para o transporte de nutrientes e para o metabolismo
energético que ocorre na membrana citoplasmatica. Além disso, muitas enzimas
essenciais para o metabolismo microbiano sdo inativadas em pH acido (GRILLI et al.,
2007). A forma anidnica, acumulada no interior da célula bacteriana, torna-se toxica
mediante mecanismos complexos que implicam no desbalanceamento i6nico e osmotico,
interferindo na replicagdo do DNA e na sintese protéica. Esses efeitos exercem agao letal
para a célula bacteriana (VENTANCO et al., 2005). Segundo Eklund et al. (1983), a acdo
inibidora dos 4&cidos organicos na forma ndo dissociada ¢ de 100 a 600 vezes maior do
que na forma dissociada.

A eficiéncia antimicrobiana de um d4cido depende da sua constante de
dissociagdo (pKa). O pKa ¢ uma constante de dissociagdo proporcional & concentracao
dos ions formados. Quanto maior o valor de pKa mais ionizado ¢ o acido,
conseqiientemente maior a sua for¢a. As bactérias Gram negativas sdo mais susceptiveis
aos acidos com menos de oito carbonos, enquanto as bactérias Gram positivas apresentam
sensibilidade aos 4cidos com cadeias maiores e moléculas mais lipoliticas (ADAMS et
al., 1999, BEST et al., 2000, CANIBE et al., 2001). A absor¢ao, por sua vez, depende do
pKa do 4cido e do pH do limen. Quando o pH do limen for menor do que o pKa do
acido, a absorcdo sera rapida. Entretanto, o pH intestinal ¢ normalmente superior ao pKa
dos acidos, fazendo com que permanecam na forma dissociada, pouco absorvida. Porém,

as trocas de Na-H pelas células do epitélio intestinal provocam redugdes locais do pH,
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levando a uma alteracdo para a forma idnica desses acidos, ocorrendo absor¢do pela
bactéria devido ao gradiente de concentracdo entre o limen e as células (CANIBE et al.,
2004).

O mecanismo de morte bacteriana, explicada pela dissociacdo do acido no
citoplasma, reduz a populagdo de bactérias Gram negativas, grupo a que pertence a
maioria dos patdgenos do intestino delgado. Dessa forma, ocorre o aumento da populagdo
de Gram positivas, em sua maioria, bactérias produtoras de dacido latico. Estes
microrganismos reduzem o pH, mantendo e ampliando o efeito de inibi¢ao dos patdgenos
no intestino, sob a forma de exclusdo competitiva IMMERSEEL et al., 2002).

Alguns estudos demonstram a efetividade dos &cidos organicos, enquanto
outros pesquisadores ndo obtiveram resultados promissores. Vogt et al. (1981) e
Waldroup et al. (1995), estudaram o efeito do acido citrico adicionado a racdo de suinos
nas concentracdes de 2% e 1%, respectivamente, ndo observando diferenca na excre¢ao
fecal de S. Typhimurium do grupo tratado em relagdo ao grupo controle. Da mesma
forma, Biage et al. (2007) estudaram o efeito do 4cido propionico sobre a populacido de
Lactobacillus e E. coli na digesta do estdbmago, duodeno, ceco e colon de suinos com oito
semanas de idade, ndo encontrando diferenca significativa entre os tratamentos. RISLEY
et al. (1991, 1992, 1993) realizaram trés estudos sequenciais adicionando acido fumarico
na racao de leitdes desmamados, ndo observando efeito sobre a densidade da populagdo
de Lactobacillus e Escherichia coli ao longo do trato gastrintestinal. Ainda, em relagdo a
acdo individual de outros acidos, como acido latico (THOMLINSON; LAWRENCE,
1991, MARIBO et al., 2000), acido formico (BOLDWAN et al., 1988, CANIBE et al.,
2001) e acido benzodico (MARIBO et al., 2000), ndo foi observada diferenca significativa
na contagem de Lactobacillus e E. coli no intestino dos animais tratados.

Porém, outros autores relatam efeito positivo da agdo dos acidos organicos na
producdo animal. Avila et al. (2003) observaram que a adicdo de 4cido latico na dgua de
beber em aves na fase de pré-abate reduziu a prevaléncia de S. Enteritidis. A adi¢do de
acido latico na racdo de suinos foi estudada por Maribo et al. (2000) que observaram
aumento na populacdo de Lactobacillus no ceco e colon e reducdo no pH no trato
gastrintestinal. Resultados semelhantes foram relatados por Mikkelsen & Jensen (2004),

com diminui¢do na contagem de coliformes e aumento de Lactobacillus. Efeitos dos
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acidos foérmico, propionico, butirico, latico, benzdico e fumarico foram estudados por
Naughton & Jensen (2001). Estes estudos demonstraram reducdo de coliformes no
intestino, influenciada pelo aumento de bactérias acido-laticas e pela diminuicdo do pH.
Os autores observaram que o acido com maior potencial em diminuir a presenga de
coliformes foi o propidnico, seguido do férmico e do butirico.

Como referido anteriormente, a capacidade de dissociacdo dos acidos esté
relacionada com o pH do intestino. Como existe variagdo do pH em diferentes porgoes
intestinais, a adi¢do de mistura de acidos com melhor atividade em diferentes pHs pode
otimizar o efeito dos acidos organicos. Com a finalidade de alcancar o efeito de controle,
mantendo a caracteristica da ragdo, varias associacdes de acidos organicos sdo propostas
como aditivos de ragdo e agua, contribuindo no controle de Salmonella em suinos (PIVA
et al,, 2007). Um estudo utilizando &cidos propidnico e férmico, associados a um
prebiodtico, mostrou que, quando adicionados a rag¢do, houve redu¢do do pH, passando a
haver agdo antibacteriana, particularmente contra bactérias Gram negativas, controlando a
infeccdo por Salmonella Enteritidis (BASSAN et al., 2008).

A tecnologia do microencapsulamento dos dacidos também tem sido
empregada como forma de estabilizar os ingredientes ativos e permitir ganho produtivo
importante (IMMERSEEL et al., 2002). O processo se constitui da protecao dos acidos
organicos por uma camada de gordura vegetal. Estes 4cidos s@o liberados, principalmente
no intestino, alcancando-se  niveis mais altos e consistentes em relacdo aos
proporcionados pelos dcidos ndo-encapsulados (GRILLI et al., 2007). A razdo disso esta
relacionada ao fato dos acidos organicos encapsulados chegarem ao intestino do animal
sem sofrer dissociagdo, protegidos por uma matriz que possui a capacidade de ultrapassar
a por¢do anterior do intestino sem sofrer desnaturacdo. Uma vez no intestino, a matriz ¢
emulsionada e hidrolizada por agdo das secre¢des hepaticas e pancredticas, liberando,
assim, os acidos na forma dissociada (RISLEY et al. 1991; PIVA et al, 2007). A
degradagdo da matriz lipidica ocorre lentamente, favorecendo a liberacdo do &cido
protegido ao longo do trato intestinal (PIVA et al., 2007). Neste estudo foi avaliada a
concentragdo do acido sérbico encapsulado e ndo-encapsulado ao longo do intestino de
suinos. O grupo de animais que recebeu dieta com acido encapsulado apresentou

diminui¢do progressiva na concentracdo do 4cido no jejuno, ileo, ceco e colon, enquanto
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nos animais que receberam o acido niao encapsulado (ASNE) houve uma diminui¢do
acentuada na concentracdo do mesmo logo apo6s o estdmago. A populagdo de coliformes
foi significativamente reduzida no grupo de animais tratados pelo acido encapsulado no
jejuno e ceco quando comparados ao grupo de animais que receberam o 4acido ndo
encapsulado. Especificamente para o controle de Salmonella, Immerseel et al. (2002)
conduziram um estudo utilizando 4cido orgénico e demonstraram a reducdo a
colonizagdo de Sal/monella Enteritidis no ceco de frangos que receberam dieta tratada

com &cidos propidnico e butirico encapsulados.

2.9 Prebioticos

Os prebioticos sdo compostos ndo digeridos por enzimas, sais e acidos
produzidos pelo organismo animal, mas seletivamente fermentados pelos microrganismos
do trato gastrintestinal, podendo estar presentes nos ingredientes da dieta ou adicionados
a ela através de fontes exdgenas concentradas (GIBSON; ROBERFROID, 1995). A
prebiose ¢ a estimulacdo seletiva do crescimento e/ ou a atividade de um nimero
limitado de espécies bacterianas ja residentes no trato digestivo (RISLEY et al., 1991).

Alguns acucares absorviveis ou ndo, fibras, 4alcoois de acgucares e
oligossacarideos tem acdo compativel com o conceito de prebiose. Destes, o0s
oligossacarideos - cadeias curtas de polissacarideos, compostos de trés a 10 agucares
simples ligados entre si, tém recebido maior atengdo pelas suas inumeras propriedades
prebioticas. Entre os prebidticos destacam-se os frutoligossacarideos (FOS),
mananologossacarideos (MOS) e os galactooligossacarideos (GOS), sendo o MOS, o
produto mais utilizado na suinocultura (GEBBINK et al., 2000).

O MOS ¢ um carboidrato derivado da parede celular externa da levedura
Saccharomyces cerevisiae. Sua acdo se explica pela interferéncia com a aderéncia de
bactérias Gram negativas que, por meio de lectinas das fimbrias, ligam-se aos receptores
de manose presentes nas células (FERNANDES et al., 2003). Essa ligacao ¢ observada
entre bactérias portadoras de fimbrias do tipo 1 e o MOS, possivelmente devido a
capacidade de ligacdo destas fimbrias a D-manose, constituinte do MOS, tornando-as
indisponiveis para a colonizag¢do intestinal. Em decorréncia da auséncia de ligagdo, as

bactérias sdo eliminadas do trato gastrintestinal junto com as fezes (MATHEW et al,,
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1993). Ja foram descritas varias cepas de E. coli e Salmonella sp. que possuem este tipo
de fimbria e que, por sua vez, podem aglutinar ao MOS (FINUCANE et al., 1999). Em
recente trabalho, foi observado que o MOS pode ser efetivo para aglutinar “in vitro”
amostras de Salmonella enterica que expressam a fimbria tipo 1, tendo grande potencial
para ser testado no controle da colonizacao de Sa/monella (BOROWSKY et al., 2009).

Existem também evidéncias de que o MOS pode atuar no sistema imune e
enzimatico, por promover o aumento de populagdes de bactérias benéficas (Lactobacillus
e Bifidobacterium), que possuem a capacidade de produzir substdncias com propriedades
imunoestimulantes - lipopolissacaridios, peptidoglicano e 4acidos lipoteicdicos.
DAWSON & PIRYULESCU (1999) sugerem que estes compostos se ligam a sitios
receptores dos macrofagos através do reconhecimento de determinados aglicares,
presentes nas glicoproteinas da superficie epitelial, desencadeando uma reagdo em
cascata que resulta na ativacdo dessas células, liberagdo de citocinas, proliferacdo de
células mononucleares, fagocitose e indugdo na sintese de grandes quantidades de
imunoglobulinas, em especial a IgA (BRANDTZAEG et al., 1998; MACFARLANE;
CUMMINGS, 1999).

Os prebidticos também podem induzir modificagdes benéficas nas
caracteristicas anatdmicas do TGI, promovendo o aumento na area de absor¢do da
mucosa intestinal. Howard et al. (1993) observaram aumento na densidade celular
(nimero de células/cripta), maior comprimento das criptas, maior zona de proliferagao
(células marcadas/densidade celular), maior nimero e comprimento de células marcadas
das partes proximal e distal do célon em animais que receberam MOS, comparado ao
controle. Apos serem adicionados na dieta, e considerando a especificidade de
fermentagdo dos prebidticos, ha estimulo do crescimento e a estabilidade das populagdes
microbianas produtoras de acidos organicos (em especial, acido latico e acético), em
detrimento as demais. Estes compostos reduzem o pH luminal e, juntamente com outras
substancias antibacterianas e enzimas produzidas por esta mesma microbiota, inibem a
proliferagdo dos microrganismos patogénicos, tais como Escherichia coli, Clostridium sp.
e Salmonella sp. (RADECKI & YOKOYAMA, 1991).

Alguns estudos demonstram a efetividade do MOS em relagdo a outros

aditivos na racdo (DAVIS et al., 1999, PETTIGREW et al, 2000). Os resultados



37

experimentais obtidos por Mathew et al. (1993) que adicionaram 1% de GOS e por
Gebbink et al. (2000) que adicionaram 5% de FOS em dietas para leitdes recém-
desmamados demonstraram a a¢do efetiva destes compostos no aumento da populacio de
bactérias laticas e diminuicdo na contagem de E. coli. Da mesma forma, Stanley et al.
(1996) observaram significativa reducdo de coliformes totais (2 logjo) em cecos de
frangos de corte que receberam 0,2% de lactulose na dieta. Em experimento conduzido
em caes, Strickling et al. (2000) também observaram reducdo na excrecdo fecal de
Clostridium perfringens nos animais suplementados com MOS. No entanto, os resultados
obtidos por Farnworth et al. (1992), Gabert et al. (1994), Orban et al. (1997) em
experimento com leitdes e os obtidos por Fairchild et al. (1999) com perus, demonstraram
que nem sempre a ingestdo de compostos com potencial agdo prebidtica causa mudanca
na microbiota intestinal.

O efeito da inclusdo de MOS na dieta de frangos tem sido avaliada em vérios
estudos (SPRING et al., 2000; BIGGS et al., 2006; BAURHOO et al., 2007). Na maioria
dos casos, observou-se um aumento da populacdo de lactobacilos e bifidobactérias,
associada a diminui¢do no nimero de E. coli, Salmonella e Clostridium perfringens. A
utilizacdo conjunta de prebidtico (mananoligossacarideo) e acidos organicos (férmico e
propidnico) reduziu a excrecao de Salmonella nas fezes de frangos de corte (BASSAN et
al., 2008).

Em suinos, ainda existem poucos relatos a respeito do uso do MOS no
controle de Sal/monella, o qual tem sido estudado entre diferentes medidas como vacinas,
probidtico e outros prebioticos. Observou-se maior redu¢do da bactéria no ileo dos
animais vacinados e pouca altera¢do nos tratados com prebidtico (LETTELIER et al,,
2001). Burkey et al. (2004) desafiaram suinos com Salmonella e compararam trés
diferentes dietas: MOS, clorato de sodio e antibidtico. Dos trés tratamentos apenas o
clorato de sodio resultou na reducdo da excrecdo de Salmonella. Apesar dos beneficios
fisiologicos ja demostrados, os resultados obtidos do efeito do MOS sobre a excre¢do de
Salmonella e sua relagdo com imunidade, microbiota intestinal, morfologia intestinal

ainda precisam ser mais estudados em suinos.
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Por todas essas observacdes, medidas suplementares de controle de
Salmonella em suinos, com potencial de serem associadas a programas de corre¢do de

fatores de risco nas granjas, ainda necessitam ser testadas e sua efetividade comprovada.
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RESUMO

A presenca de Salmonella sp. em suinos ao abate evidencia a necessidade da
implantacdo de programas de controle nas granjas produtoras, tanto pela corregdo de
fatores de risco como pela adocdo de medidas auxiliares que contribuam para diminuir o
numero de animais portadores e excretores da bactéria. O objetivo desse estudo foi testar
o efeito da adicdo de acidos organicos e prebidtico a dieta de suinos infectados
experimentalmente por Salmonella Typhimurium. Foram utilizados 46 leitdes com 43
dias de idade, distribuidos em delineamento em blocos casualizados em quatro
tratamentos: T1 — Dieta Basal; T2 - Dieta Basal + Acido Organico Encapsulado; T3 -
Dieta Basal + Acido Organico nio Encapsulado; T4 - Dieta Basal + Prebiotico
(mananoligossacarideo). As dietas foram administradas aos animais por oito semanas,
sendo que apds duas semanas todos os animais foram inoculados pela via oral com
Salmonella Typhimurium (dia OPI). Foram realizadas colheitas de sangue (-14, 0, 7, 14,
21, 28 e 35 PI) para pesquisa de IgG anti-Salmonella, e de fezes (-14, -7, 0, 3,7, 14,21 ¢
28) para pesquisa e quantificagdo de Salmonella, Enterococcus, Lactobacillus e
coliformes totais. No dia 35PI os animais foram eutanaziados e fragmentos de Orgdos
foram coletados para pesquisa de Salmonella. Foram coletados segmentos do intestino
delgado, de cada animal, para analise de morfometria e pesquisa de IgA de mucosa. Os
resultados indicam que a adicdo de acidos organicos e mananoligossacarideo na dieta de
suinos na fase de crescimento ndo foi capaz de impedir a infeccdo dos animais, € a
soroconversao ocorreu a partir do dia 7PI. Observou-se menor excre¢do de Sa/monella no
grupo tratado com mananoligossacarideo, com diferenca estatistica no dia 28PI. No dia
35PI, os grupos tratados com 4cidos organicos e com prebidtico apresentaram menor
contagem de Salmonella no conteudo cecal em um dos blocos do experimento. Apenas na
populagdo de Lactobacillus observou-se, em um dos blocos do experimento, aumento
significativo nos grupos tratados (T2, T3 e T4) em relacdo ao grupo controle. Diferencas
de morfometria de vilosidades e concentracdo de IgA na mucosa intestinal ndo foram
observadas entre os grupos. A partir disso, conclui-se que a adicdo de
mananoligossacarideo na dieta pode contribuir para a menor excrecdo de Salmonella
Typhimurium em suinos.

Palavras Chave: suinos, Salmonella, dcidos organicos, mananoligossacarideo.
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ABSTRACT

The presence of Salmonella sp. in pigs at slaughter highlights the need to implement
control programs in producing farms, both for the correction of risk factors,and to adoptio
measures, which are effective for reducing the number of carrier animals and excretion of
the bacteria. The aim of this study was to assess the effect of the addition of organic acids
and prebiotic to the diet of pigs experimentally infected with Salmonella Typhimurium.
We used 46 piglets, with 43 days old, distributed in a randomized block design with four
treatments: T1 - Basal Diet, T2 - BD + Encapsulated Organic Acid, T3 - BD + not
Encapsulated Organic acid, T4 - BD + prebiotic (mannanoligosaccharide). The diets were
fed to animals for eight weeks, and after two weeks all animals were inoculated orally
with Salmonella Typhimurium (day 0 PI). Blood was collected (-14, 0, 7, 14, 21, 28 and
35 PI) for the detection of IgG anti-Salmonella, and feces (-14, -7, 0, 3, 7, 14, 21, 28) for
detection and quantification of Salmonella, Enterococcus, Lactobacillus and Coliforms.
On 35PI, the animals were euthanized and organs samples were collected for Salmonella.
Segments of the small intestine of each animal for morphometric analysis and mucosal
IgA detection. The results indicate that the addition of mannanoligosaccharide and
organic acids in the diet of pigs in the growing phase was not able to prevent infection of
animals, and seroconversion occurred on the day 7PI. There was a lower excretion of
Salmonella in the group treated with mannanoligosaccharides, with no statistical
difference in the day 28PI. On day 35PI, the groups treated with both organic acids and
prebiotics showed lower counts of Salmonella in cecal contents. A significant increase on
the Lactobacillus population was observed in the treated groups (T2, T3 and T4), in are
experimental block. No differences in morphology of villi and concentration of IgA in the
intestinal mucosa were observed between the groups. We conclude that the addition of
mannanoligosaccharides in the diet can contribute to decrease excretion of Salmonella

Typhimurium in pigs.

Keywords: Sa/monella, pigs, organic acids, mannanoligosaccharides



42

1. INTRODUCAO

Salmonella Typhimurium ¢ um dos sorovares causador de infec¢do sub-clinica
em suinos, podendo ser transmitida ao longo da cadeia produtiva e originar surtos de
salmonelose na populag¢do pelo consumo de alimentos contaminados (KRANKER et al.,
2003; BAHNSON et al., 2005). No Brasil, a presenca desta bactéria em suinos tem sido
relatada em estudos conduzidos em diferentes regides (LIMA et al., 2004; KICH et al,,
2007; SPOLAORE et al., 2007; ZUCON et al., 2008; SEIXAS et al., 2009). Estudos
epidemiologicos em rebanhos suinos brasileiros demonstram uma alta prevaléncia de
Salmonella tanto em amostras de fezes e linfonodos colhidas ao abate (BESSA et al.,
2004; KICH et al. 2006; SCHWARZ et al., 2009), quanto em produtos como massa de
embutido, cortes de pernil e lingiiica frescal (CASTAGNA et al., 2004; BANDEIRA et
al., 2007; MURMANN et al., 2009). Dessa forma, evidencia-se a necessidade de
implementagdo de programas de controle em granjas, fbricas de ragdo e frigorificos,
uma vez que intervengdes isoladas, privilegiando apenas um elo da cadeia de produgao,
tém pouca chance de sucesso no controle desse agente.

Apesar dos antimicrobianos serem efetivos no tratamento da salmonelose clinica,
sua utilizagdo no controle da infeccdo sub-clinica por Sal/monella em suinos ndo ¢
indicada, pois ndo consegue diminuir de forma eficaz o nimero de animais portadores no
rebanho (HURD et al.,, 2001). Por essa razdo, outras moléculas que possam ser
adicionadas as dietas de suinos tém sido propostas como medidas auxiliares nos
programas a serem implementados em granjas de suinos para controle de Salmonella
(FEDORKA-CRAY et al., 1997; LETELLIER et al., 1999; BASSAN et al., 2008).

Os 4cidos organicos tém sido utilizados na cadeia produtiva como preservantes
eficientes da ragdo, além de uma alternativa no controle de patdégenos no trato digestivo.
A agdo efetiva dos acidos ¢ resultado da atividade antimicrobiana de sua forma ndo
dissociada, modificando a microbiota intestinal mediante a produgdo de um meio
favoravel para bactérias laticas (TSILOYIANNIS et al., 2001), as quais podem levar a
diminui¢do do pH no lumen intestinal (PARTANEN & MROZ, 1999).

O mananoligossacarideo (MOS), um dos prebidticos mais utilizados na produgio

animal, ¢ um carboidrato derivado da parede celular externa de Saccharomyces
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cerevisiae, ¢ atua bloqueando os sitios de adesdo de algumas bactérias patogéncias,
imobilizando e reduzindo sua capacidade de fixacdo na mucosa intestinal (MACARI &
MAIORKA, 2000). Ja foi observado que o MOS pode aglutinar de forma eficaz in vitro
isolados de Salmonella enterica que expressam fimbria tipo 1, demonstrando potencial
para ser testado no controle da colonizacdo de Salmonella no trato gastrintestinal de
suinos (BOROWSKY et al., 2009). Outro mecanismo proposto para a ac¢do dos
prebidticos esta relacionado ao fato de que a especificidade de sua fermentacdo estimula a
multiplicacdo de populagdes microbianas produtoras de acidos organicos, em detrimento
as demais (ROY & GIBSON, 1998). Além da redu¢do do pH luminal, outras substancias
antibacterianas e enzimas produzidas por esta microbiota, inibiriam a proliferacdo de
microrganismos nocivos, sensiveis a ambientes acidos (RADECKI & YOKOYAMA,
1991).

A fase de crescimento e terminacdo tem sido identificada como de grande
importancia na amplificacdo do niimero de suinos portadores de Salmonella ao abate
(SILVA et al, 2006; SCHWARZ et al., 2009; MULLER, 2009), o que justifica a
avaliagdo de protocolos de controle que sejam adaptados as condi¢des dessa fase nos
rebanhos suinos brasileiros. A partir disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar o
efeito da adicdo de &cidos organicos e prebidticos na dieta sobre a infeccdo e excregao
fecal de Salmonella sp. em suinos de crescimento e terminagdo inoculados pela via oral

com Salmonella Typhimurium.
2. MATERIAL E METODOS

As atividades foram conduzidas no complexo de sanidade animal da Embrapa
Suinos ¢ Aves em Concoérdia, Santa Catarina, utilizando as instalagdes do isolamento,
sala de necropsia e laboratorio de bacteriologia, no periodo de marco a outubro de 2009.
O projeto foi registrado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa - CEP - UFRGS
sob o numero 2007962.

2.1 Delineamento experimental: o experimento foi dividido em dois blocos que foram
separados pelo tempo. Foram utilizados 22 e 24 animais, respectivamente, no primeiro e

segundo blocos, distribuidos ao acaso em quatro tratamentos. Os grupos foram compostos
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de 10 animais no controle (4 e 6 animais respectivamente, no primeiro e segundo blocos)
e 12 animais em cada tratamento (6 animais em cada bloco). Cada grupo foi alojado em
uma baia. A unidade experimental foi composta por um leitdo. Os animais foram alojados
com aproximadamente 43 dias de idade, com peso médio de 11,62 kg, por um periodo de
58 dias, sendo eutanaziados e necropsiados com aproximadamente 100 dias de idade e

peso médio de 52,11 kg.

2.2 Seleciao dos animais: foram utilizados suinos provenientes do Sistema de Producao
de Suinos (SPS) da Embrapa Suinos e Aves. A selecdo dos animais foi baseada,
primeiramente, no resultado da pesquisa de anticorpos IgG anti-Salmonella pelo teste de
ELISA indireto contendo antigeno somatico de S. Typhimurium (KICH et al., 2007).
Numa segunda etapa, um grupo de 256 leitdes negativos no ELISA foram submetidos a
pesquisa de Salmonella nas fezes por isolamento convencional, conforme metodologia
indicada pela ISO 6579 e adaptada por Michael et al. (2003), e pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) tendo como gene alvo invA, conforme Castagna et al. (2004). Foram
incluidos no experimento apenas os animais negativos em todos os testes. Os leitdes
foram pesados, classificados em trés grupos (leves, médios e pesados) e distribuidos nos

grupos.

2.3 Instalagoes e manejo: as baias apresentavam piso misto parcialmente ripado e
estavam equipadas com comedouros semi-automaticos e bebedouros tipo chupeta. Foram
utilizados vassouras, rodos e pds exclusivos para cada baia. Durante todo o periodo
experimental, racdo e agua foram fornecidos a vontade, sendo realizada pesquisa de
Salmonella sp. em todas as partidas de racdo fornecidas aos animais. Antes do alojamento
dos animais, foram realizados suabes de piso para avaliar a contaminacdo residual das
baias. Os suabes colhidos e as amostras de racdo foram submetidos ao protocolo de

isolamento (MICHAEL et al., 2003) e PCR (CASTAGNA et al., 2004).

2.4 Tratamentos e dietas experimentais: apos o alojamento, os animais foram
submetidos a um periodo de adaptacdo, recebendo a mesma ra¢do fornecida na fase

anterior durante uma semana, havendo a mistura gradativa com a rac¢do basal acrescida
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dos tratamentos por mais uma semana. Todos os grupos receberam dieta basal (Anexo 1)
acrescida do aditivo especifico para compor os tratamentos (T1, controle: dieta basal; T2,
composi¢do de acidos organicos encapsulados: acidos fumadrico, citrico, fosférico e
mélico, TETRACID 500 TM"®-JEFO Nutrition Inc.; T3, composi¢do de acidos organicos
de cadeia curta: acidos sorbico, férmico, acético, lactico, propidnico, citrico, polisorbato,
propileno glicol, 4cidos graxos vegetais, didxido de silicio e formiato amonico,
SELACID GREEN GROWTH® - DRY SELKO LATIN AMERICA LTDA; T4,
prebidtico: mananoligossacarideo, BIOMOS® -ALLTECH BIOTECHNOLOGY. Os
aditivos utilizados foram adquiridos nos distribuidores regionais e misturados a dieta

basal, utilizando a dose de 2 kg/tonelada de racdo, conforme orientagdo dos fabricantes.

2.5 Inoculacio dos animais: a inoculagio oral de todos os animais ocorreu duas semanas
apos o alojamento, sendo considerado o dia 0 do experimento (DPI — dia pds-inoculagdo).
O indculo foi produzido com uma cepa Salmonella Typhimurium fagotipo DT177,
isolada de suino por Bessa et al. (2007) e mantida congelada (-20°C) na colecdo de
culturas do Setor de Medicina Veterinaria Preventiva da UFRGS. Apos reativagdo da
cepa em Caldo Infusdao Cérebro e Coracao (BHI) e confirmacdo da identidade da mesma,
foram preparados os indculos administrados aos animais. Para tanto, colonias isoladas
foram semeadas em caldo BHI, incubadas a 37°C por 18 horas, sendo a concentragao das
culturas  ajustadas para conter 10° Unidades Formadoras de Colonia /mL. Para a
inoculagdo, os animais eram contidos ¢ o indéculo (10 mL) administrado via oral com

auxilio de uma seringa.

2.6 Colheita de amostras: Amostras de fezes foram colhidas diretamente do reto nos
dias 14 e 7 antes da inoculagdo e nos dias 0, 3, 7, 14, 21, 28 PI em sacos plasticos estéreis
individuais e levados imediatamente ao laboratorio para a andlise microbioldgica.
Amostras de sangue foram colhidas por pun¢do da veia cava cranial nos dia 14 antes da
inoculagdo e nos dias 0, 7, 14, 21, 28 e 35 PI. Apos a coagulagdo, o soro foi separado por
centrifugacdo e armazenado a -20°C em microtubos individuais.

No dia 35 PI os animais foram eutanaziados e necropsiados. Foram colhidas

amostras de contetdo cecal, jejuno, ceco, colon ascendente, reto, pulmao, figado, baco,
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tonsilas e linfonodos mesentéricos. As amostras foram divididas em dois fragmentos,
sendo um deles mantido sob refrigeragao e outro fixado em formol 10%. Um fragmento
(5 cm) de ileo, distante 45 cm da valvula ileo-cecal, foi ligado nas extremidades, fixado
pela injecdo de 5 mL de solu¢do saturada de Bouin, e removido para avaliacdo
morfométrica. Outro fragmento (10 cm) de ileo, localizado a 60 cm da valvula ileo-cecal,
teve suas extremidades ligadas, sendo injetados 10 mL de tampao fosfato Sorensen. Apds
lavagem cuidadosa, o conteudo foi retirado com seringa, centrifugado e o sobrenadante
congelado para posterior pesquisa de IgA. O cronograma das coletas encontra-se no

Anexo 2.

2.7 Pesquisa e quantificacdo de Sa/monella sp.: amostras de fezes colhidas nos dias 14 ¢
7 antes da inoculagdo e nos dias 0, 3, 7, 14, 21 e 28 PI, bem como amostras de contetdo
cecal, pulmio, figado, bago, tonsilas e linfonodos mesentéricos foram submetidas a
pesquisa de Salmonella sp. conforme metodologia indicada pela ISO 6579 e adaptada por
Michael et al. (2003), (Anexo 3). Amostras de fezes e contetido cecal foram também
submetidas a protocolo de quantificagdo de Sal/monella sp. pela estimativa do Nimero
Mais Provavel (NMP) segundo BAM (2003) e Borowsky et al. (2007). A estimativa do
NMP foi calculada pelo programa computacional SAS, utilizando a equag@o publicada
por BAM (2003), testando-se o nivel de confianca do ajuste do modelo. Para as amostras
em que o ajuste foi menor do que 95% de intervalo de confianga, diluicdes menores, sem
crescimento de Salmonella, foram consideradas positivas quando, na mesma amostra

havia o isolamento da bactéria em dilui¢des maiores.

2.8 Quantificacao de Lactobacillus, Enterococcus e coliformes totais: amostras de
fezes colhidas no dia 7 antes da infeccdo experimental e nos dias 14 e 35PI foram
diluidas (10" até 10”®*) em agua peptonada 0,1%. Aliquotas das diluigdes foram semeadas
em duplicata pelo método de profundidade (SILVA et al., 1997) nos seguintes meios
solidos: Agar Rogosa (Difco) para Lactobacillus sp., Agar Bile Esculina (Himedia) para
Enterococcus sp. ¢ Agar Bile Vermelho Violeta (VRB, Himedia) para contagem de
coliformes totais. Placas de Agar Rogosa foram incubadas em microaerofilia, enquanto os

demais meios foram incubados em aerobiose. Apds incubagdo a 37°C por 48-72 horas, as
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colonias tipicas em cada meio foram contadas nas diluigdes que resultaram em placas
com 20-200 colonias. O nimero de colonias tipicas foi multiplicado pelo inverso da
diluigdo para o célculo de unidades formadoras de colonia por grama de fezes (UFC/g) e

considerado como a enumeragao presuntiva das respectivas bactérias.

2.9 Pesquisa de anticorpos: as amostras de soro foram utilizadas para a pesquisa de IgG
anti-Salmonella pelo teste de ELISA indireto desenvolvido por KICH et al. (2007)
(Anexo 4), sendo a densidade dtica (DO) 0,169 considerada como ponto de corte do teste.
Para a pesquisa de IgA no lavado de ileo, o teste foi adaptado, utilizando-se conjugado
anti-IgA de suino (BETHYL LABORATORIES Inc.). As amostras ndo diluidas foram
testadas em triplicata, sendo os resultados expressos em valores de densidade 6tica, uma

vez que ndo hé ponto de corte estabelecido para esse teste.

2.10 Avaliaciio histopatologica e morfometria do epitélio intestinal: fragmentos de
visceras fixadas em formol 10% foram incluidos em parafina e coradas pela técnica de
hematoxilina eosina (LUNA, 1992) e avaliados quanto a presenca de lesdes
microscopicas. Para a analise da morfometria do epitélio intestinal, o fragmento de ileo
fixado em soluc¢do saturada de Bouin por 18 horas foi aberto pela margem mesentérica,
sendo recortados fragmentos dos mesmos. Apds lavagem em etanol 70%, os fragmentos
foram desidratados em série crescente de etanol, diafanizados em xilol e incluidos em
parafina. Os cortes foram corados segundo a técnica da hematoxilina—eosina e
examinados em microscopio Optico, sendo feitas trés laminas para cada fragmento. A
altura da mucosa (distancia em micrdmetros entre a tiinica muscular da submucosa até o
topo de vilosidades integras) foi medida em trés pontos de duas laminas e em quatro
pontos da terceira ldmina, totalizando dez medidas por fragmento. As médias calculadas

das dez medidas foram utilizadas para a analise morfométrica.

2.11 Analise estatistica: os dados de quantificagdo de Salmonella, Lactobacillus,
Enterococcus e coliformes totais, assim como de IgG sérica, foram analisados através do
modelo de medidas repetidas, utilizando o procedimento MIXED do SAS™ (2003),
conforme XAVIER (2000). As variaveis de quantificacdo de Salmonella, Lactobacillus,
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Enterococcus, coliformes totais e IgA foram tranformadas em log para atender a
distribuicdo dos dados exigidos nos métodos estatisticos aplicados. As varidveis NMP
para Contetido Cecal, IgA e morfometria foram analisadas através de andlise de
variancia, utilizando o procedimento GLM do SAS™ (2003). A pesquisa de Salmonella
nos oOrgaos, sendo uma varidvel dicotomica, foi analisada por regressdo logistica
considerando o efeito de tratamento e utilizando o procedimento Logistic do SAS™
(2003). Foram estimadas as razdes de chances para todas as combinagdes entre os
tratamentos. A histopatologia foi analisada através do teste exato de Fisher, utilizando o
procedimento FREQ do SAS™ (2003). Foram testados os efeitos de bloco, tratamento,
DPI (para as medidas repetidas) e as interagdes entre eles. O desdobramento dos efeitos

foi realizado através do teste t.

3. RESULTADOS

Todas as amostras de soro colhidas dos animais no dia da inoculagdo foram
negativas no teste de ELISA, bem como Sa/monella sp. ndo foi isolada nas amostras de
fezes desses animais. Os suabes colhidos nas baias antes do alojamento e as amostras de
racdo fornecidas aos animais foram negativos para Salmonella sp. Os animais nao

apresentaram sinais clinicos de salmonelose durante todo o periodo do experimento.

3.1 Excrecio fecal de Salmonella sp.: o grupo controle (T1) e os grupos que receberam
tratamento com acidos organicos (T2 e T3) apresentaram uma elevada freqiiéncia de
excretores de Salmonella sp. durante todo o periodo do experimento (Tabela 1), enquanto
o grupo que recebeu prebidtico demonstrou uma tendéncia de menor nimero de animais

com amostras fecais positivas no mesmo periodo.
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Tabela 1. Freqiiéncias (%) de excretores fecais de Salmonella sp. por tratamento e
dias pos-inoculagdo (DPI) entre os dias 3 e 28 apds a inoculagdo oral de
Salmonella Typhimurium em suinos alimentados com dieta basal (T1)
ou dieta acrescida de acidos organicos encapsulados (T2), acidos
organicos ndo-encapsulados (T3) ou mananoligossacarideo (T4).

DPI T1 T2 T3 T4 P
3 70 (7/10) 91,7 (11/12) 83,3 (10/12) 83,3 (10/12) 0,6599

0 7 100 (10/10) 83,3 (10/12) 66,7 (8/12) 58,3 (7/12)  0,1136
14 80 (8/10) 58,3 (7/12)  50(6/12)  41,7(5/12)  0,3482
21 70 (7/10) 58,3 (7/12) 83,3 (10/12) 41,7 (5/12)  0,1804

s 28 70 (7/10)  41,7(5/12) 50 (6/12) 25(3/12)  0,1976

Os resultados de quantificagdo de Salmonella apresentaram interagdo entre
tratamento e DPI (p=0,0056). As médias das quantificacdes em cada tratamento estdo
expressas na Tabela 2. Observa-se que no dia 3PI todos os grupos apresentaram excre¢ao
de Salmonella com contagens variando de 0,61 a 5,75 log;o.UFC.g". A média obtida no
grupo controle (T1) ndo diferiu do grupo tratado com prebiotico (T4), sendo ambos
menores em relacdo aos demais tratamentos. Apenas o grupo controle apresentou
aumento significativo das médias de Salmonella sp. nas fezes entre os dias 3PI e 7PL
Apbs, este grupo apresentou decréscimo gradual de excrecdo fecal até o dia 28PI. Nos
grupos tratados o decréscimo na média de Salmonella excretada nas fezes ocorreu a partir
do dia 3PI, com diferenca significativa de T2 e T3 em relagcdo ao controle. A partir do dia
14PI, as médias observadas ao longo do tempo em T1, T3 e T4 ndo diferiram, enquanto
no T2 foi observado decréscimo significativo na média de Salmonella excretada entre os
dias 14PI e 21PI. Na ultima coleta de fezes realizada no dia 28PI, o grupo tratado com
mananoligossacarideo  foi estatisticamente diferente dos demais tratamentos,

apresentando a menor contagem média de Salmonella sp. nas fezes no periodo.
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Tabela 2. Média da quantificagio de Salmonella (log;o.UFC.g") nas fezes, erros-
padrdo e niveis descritivos de probabilidade do teste F por tratamento e dias
pos-inoculacdo (DPI) entre os dias 3 e 28 apods a inoculagdo oral de
Salmonella Typhimurium em suinos alimentados com dieta basal (T1) ou
dieta acrescida de 4cidos organicos encapsulados (T2), acidos orgénicos
nao-encapsulados (T3) ou mananoligossacarideo (T4).

Dias p6s
inoculagdo (DPI) Tl T2 T3 T4 p

3 0,61+0,31aA 5,75+1,37cA 4,39+£1,20bcA 1,99+0,83ab 0,0019
7 4,66+1,07B  3,01+0,81B 1,93+0,78AB  2,05+0,94 0,1671
14 1,61+0,71B 2,06+0,77BC  0,60+0,28B  0,77+0,53 0,2148
21 0,57+0,20B 1,05+0,34CD 1,46+0,40B  0,64+0,33 0,1143
28 0,99+0,29aB 0,64+0,24aD 0,91+0,31aB  0,23+0,12b 0,0015
p 0,0029 <,0001 0,0033 0,064

Médias seguidas de letras minusculas (a, b, ¢) distintas nas linhas diferem entre si pelo teste t (p<0,05).
Me¢édias seguidas de letras maiusculas (A, B, C, D) distintas nas colunas diferem entre si pelo teste t
(p<0,05).

3.2 Pesquisa de anticorpos séricos: antes da inoculacdo com S. Typhimurium todos os
animais eram soronegativos no teste de ELISA, sendo a soroconversdo evidenciada a
partir do dia 7PI. Observa-se na Tabela 3 que a média de densidade Optica (DO) 14 dias
antes da inoculagdo (-14PI) e no dia da inoculacdo (OPI) foi, respectivamente, de 0,074 e
0,078, abaixo do ponto de corte estabelecido para o teste (KICH et al., 2007). Na primeira
coleta apds a inoculacdo (dia 7PI) foi observado aumento das DOs médias, o qual se
manteve gradativo em todos os grupos até o final do experimento. Diferenca estatistica
entre os tratamentos foi observada apenas no dia 14PI, quando os animais submetidos ao

T3 e T4 apresentaram DO média menor em relagdo ao grupo controle (T1).
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Tabela 3. Média das Densidades Oticas obtidas no teste de ELISA indireto para
deteccao de IgG anti-Sa/monella em amostras de soro, erros-padrdo e niveis
descritivos de probabilidade do teste F por tratamento e dias pds-inoculacio
(DPI), entre os dias -14 e 35 apos a inoculagdo oral de Salmonella
Typhimurium em suinos alimentados com dieta basal (T1) ou dieta acrescida
de acidos organicos encapsulados (T2), acidos organicos nao-encapsulados
(T3) ou mananoligossacarideo (T4).

DPI T1 T2 T3 T4 p

-14  0,074+0,01A 0,08+0,0lA 0,07+0,00A 0,07+0,00A 0,52
0 0,09+0,01 B 0,08+0,0lA 0,07+0,00A 0,07+0,00A 0,2081
7 0,29+ 0,08 C 0,15+0,02A 0,17+0,03B 0,20+£0,03B 0,1709
14  0,39+0,08aD 0,30+ 0,06 abB 0,18 +0,02bB 0,23 £0,04 bB 0,0045
21 046+0,11D 0,39+0,07BC 035+0,09C 0,30+0,05B 0,2724
28 0,57+0,14D 0,44+0,08 BC 037+0,04C 035+0,07B 0,4291
35 0,47+ 0,08 D 0,53+0,10C 0,51+0,13C 0,37+0,07B 0,6729
p <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0004

Médias seguidas de letras minusculas (a,b) distintas nas linhas diferem entre si pelo teste t (p<0,05).
Me¢dias seguidas de letras maitsculas (A, B, C, D) distintas nas colunas diferem entre si pelo teste t
(p<0,05).

3.3 Pesquisa de Salmonella em amostras colhidas na necropsia: houve isolamento de
Salmonella sp. a partir de diferentes amostras colhidas na necropsia em todos os grupos,
com frequéncia variando de 16,67% (figado em T3 e T4) a 90 % (pulmio em T1). A
tonsila apresentou a maior freqiiéncia de isolamento, com média geral de 84,58% (Tabela
4). Entre as amostras analisadas, foi observado efeito do tratamento apenas para a
presenca de Salmonella no figado (p<0,05). O grupo controle apresentou 11,67
(p=0,0179) vezes mais chance de isolar Sa/monella a partir desse 6rgdo em relagdo aos

grupos tratados com acido organico nao-encapsulado e mananoligossacarideo (T3 e T4).
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Tabela 4. Freqiiéncias de amostras positivas para Sa/monella sp. colhidas na necropsia de
suinos inoculados via oral com Salmonella Typhimurium e alimentados com
dieta basal (T1) ou dieta acrescida de 4cidos organicos encapsulados (T2),
acidos organicos ndo-encapsulados (T3) ou mananoligossacarideo (T4).

Amostra T1 T2 T3 T4
Bago 6 (10) 3 (12) 8 (12) 6 (12)
Conteudo Cecal 7 (10) 5(12) 75,00 £ 13,1 8 (12)
Figado 7 (10) 4 (12) 16,67 £ 11,2 2 (12)

Linfonodo

Mesentérico 8 (10) 6 (12) 5(12) 8 (12)
Pulmao 9 (10) 7 (12) 9(12) 7 (12)
Tonsila 8 (10) 9 (12) 11 (12) 11 (12)

A presenca de Salmonella no contetido cecal foi observada em 67,3% dos animais,
considerando todos os tratamentos em conjunto. A média de quantificacdo de Salmonella
sp. no conteudo cecal foi influenciada pelo bloco do experimento e houve interagdo entre
bloco e tratamento (p<0,0001). No bloco 1, houve menor isolamento de Salmonella a
partir do conteudo cecal do grupo controle (T1), enquanto nos grupos T2, T3 e T4
observou-se a presenca de Salmonella sem diferenga nas médias calculadas para os
tratamentos (Tabela 5). No bloco 2, o grupo controle diferiu dos demais tratamentos
apresentando a maior média de isolamento de Salmonella sp. Os grupos T2 e T4
apresentaram as menores médias (0,83 e 1,47 log;y UFC.g", respectivamente) e nio

diferiram entre si estatisticamente.

Tabela 5. Média da quantificagdo de Salmonella (logio.UFC.g™) no contetido cecal,
erros-padrao e niveis descritivos de probabilidade do teste F por bloco e
tratamento em suinos inoculados pela via oral com Salmonella
Typhimurium e alimentados com dieta basal (T1) ou dieta basal
acrescida de acidos organicos encapsulados (T2), acidos organicos nao-
encapsulados (T3) ou mananoligossacarideo (T4).

Bloco T1 T2 T3 T4 p
1 0,11+0,00a 2220+049b 1,82+0,62b 121+0,46ab 0,0146
2 395+037a 0,83+0,11b 223+035c¢ 1,47+0,52bc <0,0001

Me¢dias seguidas de mesma letra (a, b, ¢) nas linhas ndo diferem entre si pelo teste t (p<0,05)

Alteragdes histopatologicas inespecificas foram observadas nos diferentes o6rgaos

(Anexo 5). A principal lesdo, compativel com a infec¢do por Salmonella sp. encontrada
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neste estudo foi a pneumonia intersticial, observada em 79,1% dos animais. Salmonella

sp. foi isolada de 89,4% (17/19) dos pulmdes que apresentaram esta leso.

3.4 Quantificacio de Coliformes totais, Lactobacillus sp. e Enterococcus sp.: os
resultados da enumeragdo dessas bactérias estdo apresentados nas tabela 6 a 8§ e
agrupados conforme a interacdo observada. Para coliformes totais foi observada interagdo
entre bloco, tratamento e DPI (p=0,0093), para Enterococcus entre tratamento e DPI (p=
0,0013) e para Lactobacillus entre bloco e tratamento (p=0,0002) e tratamento e DPI
(p<0,0001). A primeira coleta (dia -7 PI) foi realizada antes dos animais receberem os
tratamentos, portanto os resultados refletem a variacdo entre os grupos de animais, no
inicio do experimento.

No bloco 1 foi observado decréscimo gradual na populagdo de coliformes totais
ao longo do experimento, com diferenca significativa nos grupos T2, T3 e T4. O efeito do
tratamento foi observado no dia 14PI no grupo tratado com &cido organico nao
encapsulado (T3) o qual apresentou maior média em relacdo aos demais grupos. No bloco
2, apenas no dia 35PI houve diferenca entre os tratamentos, sendo que os tratamentos
com acido organico encapsulado e prebidtico apresentaram maiores contagens médias em

relacdo aos demais tratamentos.

Tabela 6: Média da quantificagdo de coliformes totais (logo.UFC.g") nas fezes, erros-
padrdo e niveis descritivos de probabilidade do teste F por bloco, tratamento em
dias ap6s a inoculag¢do (DPI) em suinos inoculados pela via oral com Salmonella
Typhimurium e alimentados com dieta basal (T1) ou dieta basal acrescida de
acidos organicos encapsulados (T2), acidos organicos nao-encapsulados (T3) ou
mananoligossacarideo (T4).

Dias pos-
inoculacao
Bloco (DP]) T1 T2 T3 T4 p

1 -7 6,41 £0,80a 4,69 £ 0,18 bA 6,35+0,25 aA 5,88 £0,22 aA 0,0003
1 14 6,58 +0,26a 6,72 £ 0,36 aB 7,81 +0,55bB 6,79 £ 0,41 aB 0,0205
1 35 5,57+0,18 5,53+0,32C 5,49+0,29 C 5,71 +£0,36 A 0,9579
P 0,1099 <0,0001 <0,0001 0,0232
2 -7 4,72 +0,15 aA 5,88 + 0,44 bA 4,66 £ 0,09 aA 4,69 £0,22 aA 0,0068
2 14 6,41 +024B 7,04 +£0,27B 7,02+0,16 B 7,10+ 0,11 B 0,1275
2 35 6,21+0,15aB 6,50+ 0,29 abAB 6,00+ 0,23 aC 7,28 £ 0,07 bB 0,0122
p <0,0001 0,0248 <0,0001 <0,0001

Me¢dias seguidas de letras minusculas distintas nas linhas diferem entre si pelo teste t (p<0,05).
Me¢dias seguidas de letras maitisculas distintas nas colunas diferem entre si pelo teste t (p<0,05).
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As diferencas na quantificagdo de Enterococcus foram verificadas no dia 14PI
(Tabela 7), quando os grupos controle (T1) e acido organico encapsulado (T2),
apresentaram contagem significativamente maior que os grupos tratados com acido
organico ndo encapsulado (T3) e prebidtico (T4). Também foi observado efeito de
tratamento no dia 35PI, quando o grupo T3 apresentou maior média de Enterococcus sp.

nas fezes.

Tabela 7: Média da quantificagio de Enterococcus sp. (logo.UFC.g") nas fezes, erros-
padrdo e niveis descritivos de probabilidade do teste F por tratamento e dias
apos a inoculagdo (DPI) em suinos inoculados pela via oral com Salmonella
Typhimurium e alimentados com dieta basal (T1) ou dieta basal acrescida
de acidos organicos encapsulados (T2), 4acidos organicos nao-encapsulados
(T3) ou mananoligossacarideo (T4).

Dias pos-
inoculacao
(DPI) Tl T2 T3 T4 p
-7 6,31 +0,13 6,34+0,38 6,13+0,15A 6,79+037A 0,316
14 6,56 +0,28a 6,14 +0,20a 5,41 +0,22bB 5,29 +£0,23 bB  0,0059
35 6,38 +0,10a 6,27 +0,19a 6,88 +0,19bC 6,34 £0,15aA 0,0389
g P 0,985 0,8439 <0,0001 <0,0001

Me¢dias seguidas de letras minusculas distintas nas linhas diferem entre si pelo teste t (p<0,05).
Me¢dias seguidas de letras maitisculas distintas nas colunas diferem entre si pelo teste t (p<0,05).

O efeito de tratamento para Lactobacillus foi observado no bloco 1 apenas no dia
35PI, quando os animais do tratamento com d4cido organico encapsulado (T2)
apresentaram média significantemente inferior em relagdo ao grupo controle. No bloco 2,
todos os grupos tratados com dieta basal acrescida de algum aditivo (T2, T3, e T4)
apresentaram média de contagem significativamente maior que o grupo controle (T1) no

dia 35PL.
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Média da quantificacio de Lactobacillus sp. (logio.UFC.g") nas fezes, erros-

padrao e niveis descritivos de probabilidade do teste F por tratamento e dias apds
a inoculacdo (DPI) em suinos inoculados pela via oral com Salmonella
Typhimurium e alimentados com dieta basal (T1) ou dieta basal acrescida de
acidos organicos encapsulados (T2), 4cidos organicos nao-encapsulados (T3) ou
mananoligossacarideo (T4).

Dias pos-
inoculacao
Bloco (DPI) Tl T2 T3 T4 p
1 -7 6,62+0,10A  6,45+0,15A  6,52+0,20A 6,52+0,13A 0,923
1 14 9,30+0,14B  9,06+0,09B  9,00+0,16B 8,72+0,21B 0,6197
1 35 8,98+0,10aB  7,96+0,36bC 8,34+0,19abB §8,37+0,18abB  0,0431
Pr>F <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
2 -7 8,83+0,13aA  9,42+0,10b 9,23+0,14b 9,04+0,13ab  0,0115
2 14 9,13+0,33A  9,62+0,25 9,51+0,10 9,76+0,23 0,2584
2 35 8,36+0,18aB  9,31+0,20b 9,26+0,18b 9,31+0,14b 0,0002
p 0,0073 0,6831 0,6727 0,0826

Me¢dias seguidas de letras minusculas distintas nas linhas diferem entre si pelo teste t (p<0,05).

Me¢dias seguidas de letras maitisculas distintas nas colunas diferem entre si pelo teste t (p<0,05).

3.5 Pesquisa de Anticorpos — IgA: Os resultados médios de densidade oOtica de IgA nas

amostras de lavado de mucosa de ileo por grupo de tratamento estdo ilustrados na Figura

1. A distribuigdo dos dados, valor minimo, maximo ¢ média demonstram a variabilidade

dos resultados, ndo sendo observado efeito de tratamento.
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Log IGA
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be. Org. Encapsulada

. Org. o Encapsulada

Prebidtic

Figura 1: Distribuicio dos valores de Densidades Oticas obtidas no teste de ELISA
indireto para detec¢do de IgA anti-Salmonella em amostras de lavado de mucosa de ileo
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em suinos inoculados pela via oral de Salmonella Typhimurium e alimentados com dieta
basal (Controle) ou dieta acrescida de acidos organicos encapsulados, acidos organicos
nao-encapsulados ou mananoligossacarideo.

3.6 Anilise morfométrica de vilosidades intestinais: As médias dos tamanhos das
vilosidades por blocos e tratamento estdo apresentadas na Tabela 9. Nao foi observado
efeito de tratamento (p<0,05) sobre esta variavel, apenas no bloco 1 o grupo controle
apresentou uma tendéncia de médias maiores de tamanho de vilosidades em comparagado

com os demais grupos.

Tabela 9: Média da medida (micrometros) de vilosidades intestinais nas fezes, erros-
padrdo e niveis descritivos de probabilidade do teste F por bloco e tratamento
em suinos inoculados pela via oral com Salmonella Typhimurium e
alimentados com dieta basal (T1) ou dieta basal acrescida de acidos organicos
encapsulados  (T2), 4cidos organicos ndo-encapsulados (T3) ou
mananoligossacarideo (T4).

Bloco T1 T2 T3 T4 p
1 472 +£ 57 331 +21 375 +£30 379 £40 0,0534
2 335+ 11 366 £ 17 378 £47 363+ 20 0,7898

4. DISCUSSAO

Todos os grupos de tratamentos sofreram infecgdo por Salmonella sp.,
comprovado pelo isolamento da bactéria a partir de diferentes amostras colhidas dos
animais e a detec¢do de soroconversdo a partir do sétimo dia pos-infeccdo. A auséncia de
sinais clinicos de salmonelose nos animais inoculados era esperada, uma vez que a
infeccdo por Salmonella Typhimurium em suinos resulta, predominantemente, em quadro
subclinico e estado de portador (WILCOCK & SCHWARZ, 1992; NIELSEN et al., 1995;
KICH et al., 2007). Em relacdo a presenga de anticorpos séricos, observou-se o efeito do
tempo (DPI) sobre o titulo de IgG com uma elevacdo continua das DOs médias; todos os
grupos alcancaram o status de soropositivos no dia 14PI, considerando o ponto de corte
estabelecido para o teste de ELISA (KICH et al., 2007). Em geral, suinos expostos a
Salmonella apresentam titulos de IgG a partir da segunda semana pds-infeccdo

(NIELSEN et al., 1995; KICH et al., 2007), e a soropositividade ¢ interpretada como um
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indicativo da presen¢a de portadores no lote de animais (VAN DER GAAG et al., 2003;
ALBAN et al., 2007).

O estado de portador surge em decorréncia tanto da infec¢do sistémica, quanto da
persisténcia da bactéria em tecidos linfoides associados ao trato gastrintestinal (BOYEN
et al., 2008). No presente estudo, todos os tecidos analisados resultaram em isolamento de
Salmonella, variando a freqiiéncia média de 16,6% no figado a 91,6% nas tonsilas. O
isolamento a partir de linfonodos mesentéricos foi observado em 52,9% dos animais, nao
havendo diferenca entre os grupos. A via fecal-oral ¢ considerada mais importante para a
transmissdo de Salmonella entre os suinos (BOYEN et al., 2008), propiciando que a
bactéria alcance o trato gastrintestinal, invada o epitélio intestinal do ileo, e seja drenada
para os linfonodos mesentéricos (GRIFFITH, et al., 2006). Por essa razdo, os linfonodos
mesentéricos constituem uma das mais importantes fontes de isolamento de Sal/monella
em suinos portadores, podendo a bactéria ser encontrada nesse tecido em poucas horas
apos a exposicdo (HURD et al., 2002; BESSA et al., 2004; SCHWARZ et al., 2009). A
partir dos linfonodos, S. Typhimurium pode alcangar pela via linfatica ou hematogena
outros 0rgaos, ocasionando uma infecgdo sistémica (BOYEN et al., 2008). Para sorovares
adaptados ao suino, como S. Choleraesuis, a capacidade de invasdo sistémica estd
associada a sobrevivéncia e intensa multiplicagdo da bactéria no interior de macrofagos
(HUEFFER & GALAN, 2004), enquanto no caso de S. Typhimurium a invasao de figado
e bago apds infecgdes experimentais, parece ndo ser capaz de ser mantida por um longo
periodo (BOYEN et al.,, 2008). No presente estudo, a tendéncia foi contraria a essa
observagdo, pois ocorreu uma elevada freqiiéncia de isolamento a partir de baco e figado
no grupo controle apds 35 dias pos-infecgdo. No caso de figado, houve efeito de
tratamento, tendo os grupos tratados com mananoligossacarideo e com acidos organicos
ndo encapsulados freqiiéncia significativamente menor de positivos (16,67%) e o grupo
tratado com 4cido organico encapsulado uma tendéncia a menor isolamento (33,33%).
Esse resultado deve ser interpretado com cautela, uma vez que os mecanismos que levam
a infeccdo sistémica por S. Typhimurium em suinos sdo ainda pouco conhecidos
(BOYEN et al., 2008). Uma hipotese seria pela menor invasdo a partir do intestino,

resultante de uma menor colonizagdo intestinal por Sal/monella sp. Entretanto, outros
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tecidos que sofreram colonizagdo inicial, como tonsilas e pulmao, podem também ser a
origem da invasdo observada no figado.

Ao lado da via fecal-oral, a invasdo através de rotas alternativas, como tonsilas e
pulmao, tem sido descrita (FREDORKA-CRAY et al., 1995; OLIVEIRA et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2007). Em nosso estudo, as tonsilas e pulmdo contribuiram para a
maior taxa de isolamento de Salmonella nos 6rgaos, o que pode explicar a auséncia de
efeito dos tratamentos nas taxas de infec¢do observadas. O alto indice de contaminagdo
de tonsilas pode ser explicado pela inoculagdo via oral dos animais, pela exposi¢do
continuada a bactéria, e pela transmissdo via aérea. A invasdo de patdgenos via tonsilas €
amplamente conhecida, e estas sd3o o sitio primario de colonizagdo de suinos que se
tornam portadores (WOOQOD et al., 1989; WOOD et al., 1992). Adicionalmente, a hipotese
da participacdo do pulmao e dos tecidos linféides associados as vias aéreas como porta de
entrada para a infeccdo foi apontada como provavel, em decorréncia do habito do suino
de utilizar o focinho para reconhecer o ambiente em que se encontra e buscar alimentos
(FEDORKA- CRAY et al, 1995). Posteriormente, a participacdo de aerossois, originados
do ambiente onde estavam alojados suinos infectados por Salmonella sp., na transmissao
a animais mantidos isolados foi comprovada (OLIVEIRA et al., 2006), bem como a
transmissdo pelo contato focinho-focinho (OLIVEIRA et al., 2007).

Fedorka-Cray et al. (1995) demonstraram que suinos esofagostomizados e
inoculados através de sonda intranasal com S. Typhimurium apresentavam isolamento da
bactéria no ceco, colon, figado e bago apds trés horas da exposicdo. No caso do trato
intestinal, haveria uma translocacdo de Salmonella sp. em sentido inverso a partir de
macréfagos da lamina propria, permitindo que a bactéria estivesse presente no limen
intestinal apos seis horas da infeccdo. Em condi¢cdes de transmissdo por aerossois e
contato de focinho (OLIVEIRA et al., 2006; GARCIA, 2006; OLIVEIRA et al., 2007)
também observou-se a presenga de Salmonella sp. em linfonodos mesentéricos, contetido
cecal, figado e bago, demonstrando que a via aérea pode exercer papel importante na
transmissdo na granja e no pré-abate, ambientes onde a poeira originada da ra¢do ou das
fezes podem carrear a bactéria para animais ndo-infectados. No presente estudo, a
participagdo do pulmdo como sitio de isolamento de Salmonella sp. e a presenga de lesdes

de pneumonia intersticial, presente em 79,1% dos animais, demonstram que essa via de
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transmissdo foi importante e evidencia que aditivos que atuam no trato gastrintestinal,
como os prebiodticos e os dcidos organicos, ndo serdo capazes de prevenir completamente
a infec¢ao dos animais.

Os portadores, por meio da excre¢do fecal intermitente, tornam-se importantes
para a transmissao de Salmonella sp. e amplificagdo do nimero de infectados na granja,
transporte e pré-abate (HURD et al., 2001). No presente estudo, observou-se a presencga
de excretores fecais em todos os dias observados, havendo uma relacao entre o nimero de
animais excretores (Tabela 1) e a quantidade média de Salmonella sp. nos grupos de
tratamentos (Tabela 2). No grupo controle (T1) observou-se um pico no nimero de
excretores e na populagdo de Salmonella sp. no dia 7PI, provavelmente em decorréncia
da multiplicagdo intestinal ocorrida na primeira semana. Mesmo a presenga de anticorpos
séricos ndo impediu que houvesse a excre¢do intermitente no grupo, em frequéncias que
variaram de 50 a 70% dos animais, com a manuten¢do da populacdo de Salmonella
excretada pelo grupo. No conteudo cecal, observou-se que 70% dos animais tinham
presenca de Salmonella sp., porém o resultado da quantificagdo foi influenciado pelo
bloco do experimento.

Os tratamentos com acidos organicos (T2 e T3) apresentaram perfil de excregdo
diferente em relagdo ao controle. Nesses grupos houve tendéncia a um elevado indice de
excretores precoces (dia 3PI), acompanhado por uma quantidade significativamente
maior de Salmonella sp. excretada pelos grupos que receberam &cidos organicos. Ao
longo do tempo, porém, houve um decréscimo significativo na média de bactérias nas
fezes, mesmo com a manutengdo de uma freqiiéncia elevada de animais excretores
(>50%) na maioria dos dias observados. Entretanto, comparando as médias de bactérias
excretadas pelos grupos tratados com éacidos organicos com a do grupo controle, entre os
dias 7PI e 28PI, ndo ha diferenca estatistica. Nos grupos tratados com éacidos organicos
parece ter havido uma tendéncia a um pico de excre¢do precoce (3DPI) de Salmonella
sp., que pode ser ainda relacionada a eliminagdo passiva da bactéria inoculada, seguida da
manuten¢do de um elevado nimero de animais excretando um baixo niimero de bactérias,
de forma semelhante ao grupo controle. Entretanto na avaliagdo do conteudo cecal,

observou-se no segundo bloco do experimento uma média significativamente menor de
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Salmonella sp. em ambos os tratamentos com dacidos organicos, com efeito mais
pronunciado para os acidos encapsulados (Tabela 5).

As misturas de acidos organicos estdo entre os aditivos que tém apresentado
melhor consisténcia de resposta contra infec¢des bacterianas, principalmente aquelas
causadas por Escherichia coli em leitdes apos o desmame (OSTERMAN et al., 2005;
TAUBE et al.,, 2009). Estudos sobre a aplicacdo de acidos organicos na producdo animal
associados ao controle de Salmonella sp. sao encontrados na avicultura. Immerssel et al.,
(2002) relataram a reducdo na colonizagdo de Salmonella Enteritidis no ceco de frangos
que receberam dieta tratada com 4cidos propidnico e butirico encapsulados. Avila et al.
(2003) também obtiveram a redugdo de S. Enteritidis em frangos, pela administragdo de
acido latico na agua de bebida antes do abate. Em suinos, os resultados de melhor
desempenho zootécnico com a utilizagdo de 4cidos ja estdo bem documentados (WALSH
et al., 2003, CANIBE et al., 2004), porém, em relagdo a excre¢do de Salmonella sao
ainda contraditorios. Vogt et al. (1981) e Waldroup et al. (1995), estudaram o efeito do
acido citrico adicionado a ragdo de suinos nas concentragdes de 2% e 1%,
respectivamente, ndo observando diferenca na excre¢dao fecal de S. Typhimurium no
grupo tratado em relagdo ao grupo controle. Taube et al. (2009) encontraram uma
freqiiéncia significativamente menor de suabes retais positivos em suinos com quatro
semanas de idade, inoculados com S. Derby e tratados com 4cidos propidnico e formico,
porém ndo observaram efeito sobre a duragdo da excre¢do. Nesse estudo, observou-se que
a acdo mais intensa dos acidos organicos ocorreu no quimo colhido no estomago e
intestino delgado dos animais poucas horas apods a infeccdo, enquanto nas porgdes mais
distais do intestino esse efeito ndo foi observado, provavelmente pela absor¢do dos acidos
nao-encapsulados no intestino delgado (TAUBE et al., 2009). Vérios fatores podem
contribuir para a diferenca nos resultados obtidos em nosso estudo, entre elas possiveis
variagdes na resisténcia do sorovar de Salmonella sp. utilizado no estudo, bem como a
idade dos animais que compuseram o grupo. Além disso, o efeito antibacteriano dos
acidos organicos esta relacionado com o tipo, concentracdo e a forma de administragdo
do 4cido e a espécie bacteriana (BOYEN et al., 2008). Os resultados obtidos no ceco
apontam para um efeito favoravel dos tratamentos com acido no sentido da diminuigdo da

populagdo de Salmonella sp., principalmente no caso dos acidos organicos encapsulados.
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Esse efeito pode estar relacionado a apresentagdo encapsulada que permite a passagem do
acido pela por¢ao superior do trato gastrintestinal sem sofrer absor¢do, permitindo que
concentragdes maiores sejam alcangadas no ambiente do ceco (VAN IMMERSEEL et al,
2006).

O grupo tratado com prebidtico (mananoligossacarideo) apresentou uma tendéncia
de menor frequéncia de excretores em relagdo ao grupo controle em todos os dias apds a
inoculacdo. Na andlise quantitativa de Salmonella sp., as médias do dia 3PI foram
semelhantes ao grupo controle e significativamente menores que os resultantes do
tratamento com 4cidos organicos, indicando um perfil de excrecdo semelhante ao grupo
controle. Ao longo do tempo, houve tendéncia (P=0,064) de diminuicdo do niimero de
bactérias excretadas, mas apenas no dia 28PI a diferenga foi estatisticamente diferente
dos demais grupos. No conteudo cecal, também foi possivel observar concentracio
significativamente menor de Salmonella sp. no segundo bloco do experimento (Tabela 5).
O mecanismo proposto para a acdo do mananoligossacarideo esta relacionado a
capacidade de aderir a fimbria tipo 1 presente em diversas bactérias do trato intestinal,
evitando a colonizagdo intestinal e determinando que a bactéria seja eliminada com as
fezes (MATHEW et al., 1993). No caso de Salmonella enterica que expressam a fimbria
tipo 1, a aglutinagdo “in vitro” foi comprovada anteriormente (BOROWSKY et al,
2009). Uma vez que o efeito do mananoligossacarideo atinge a colonizag@o intestinal da
bactéria, a menor média de excrecdo de Salmonella sp. ocorreria em decorréncia da
diminui¢do do niimero de bactérias capazes de permanecer no trato intestinal, resultando
em menor excre¢do nos animais portadores. Essa hipdtese ¢ suportada também pela
menor média de Salmonella sp. encontrada no contetdo cecal.

Outros efeitos positivos propostos para os tratamentos testados incluem a
altera¢do favoravel da microbiota intestinal, pelo aumento de anaerdbios e Lactobacillus
sp. (TSILOYTANNIS et al., 2001), bem como o incremento da resposta imune humoral
de mucosa (BRANDTZAEG et al., 1998; MACFARLANE & CUMMINGS, 1999) e da
integridade de vilosidades (GOMES et al.,, 2007). A resposta imune local tem sido
apontada como envolvida na redugdo de Sa/monella em suinos no ileo e o incremento nos
titulos de IgA foram detectados no intestino delgado de suinos vacinados com uma cepa

de Salmonella Choleraesuis atenuada (LETTELIER et al., 2001). No presente estudo, a
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densidade otica encontrada em todos os grupos apresentou variabilidade nos resultados,
sem diferenca significativa entre os grupos (Figura 1). Mesmo considerando que o teste
de ELISA utilizado ndo tem ponto de corte estabelecido para IgA em lavado de mucosa,
os resultados obtidos ndo apontam para uma influéncia dos tratamentos sobre as
densidades oticas do teste. Da mesma forma, ndo foi observado efeito de tratamento sobre
a integridade de vilosidades, medida pela morfometria (Tabela 9). Esses resultados estdo
de acordo com Soares et al. (2007), que também ndo encontraram diferengas na
morfologia de vilosidades em suinos alimentados com rag¢des contendo prebidtico,
probidtico ou antibidtico. Por outro lado, Gomes et al. (2007) testaram diferentes acidos
(butirico, férmico e fumarico) para avaliacdo da morfometria intestinal, encontrando
diferenca entre tratamentos para a altura do epitélio do duodeno, porém nao em relagao
ao jejuno e ileo. No presente estudo, foi testado um fragmento de ileo, sitio de
colonizagdo por Salmonella sp. em suino (BOYEN et al., 2008), o que pode explicar os
resultados obtidos. O desenvolvimento da mucosa intestinal ¢ decorrente do equilibrio
entre a renovagdo celular (proliferacdo e diferenciagdo), resultante da mitose sofrida por
células totipotentes localizadas na cripta e ao longo das vilosidades (UNI et al., 2000), e a
perda de células que ocorre normalmente no apice das vilosidades levando a um turnover
celular (sintese-migragdo-extrusdo) constante. Entretanto, quando o intestino responde a
algum agente, com desequilibrio no turnover celular, ocorre modificagdo na altura das
vilosidades (PLUSKE et al., 1997). Uma vez que S. Typhimurium ndo ocasiona lesdes
importantes no epitélio intestinal de animais infectados de forma sub-clinica, possiveis
efeitos protetores dos tratamentos sobre as vilosidades podem ser dificeis de serem
evidenciados.

Um dos mecanismos de agdo sugeridos, tanto para o mananoligossacarideo,
quanto para os acidos organicos ¢ o incremento da populacdo de Lactobacillus e
Bifidobacterium e diminuicdo de coliformes e Enterococcus, contribuindo para o
estabelecimento de um ambiente intestinal desfavoravel a colonizagdo por bactérias
patogénicas (SPRING et al., 2000; BAURHOO et al., 2007; MIKKELSEN & JENSEN,
2004; MARIBO et al., 2000). No presente estudo, as médias de coliformes totais ndo
foram diminuidas por nenhum dos tratamentos testados, demonstrando que ndo houve o

efeito relatado em outros estudos. As médias de Enterococcus apresentaram diminui¢ao



63

significativa apenas no dia 14PI no grupo tratado com 4cidos organicos ndo-
encapsulados, voltando a elevar-se no dia 35PI, o que ndo permite afirmar que ha um
efeito evidente do tratamento sobre essa populacdo bacteriana. Em relacdo a populagio de
Lactobacillus sp. observou-se aumento significativo da média dos tratamentos
comparado ao grupo controle no dia 35PI em um dos blocos experimentais, mas sem
repetibilidade no outro bloco. Gebbink et al. (1999) relataram aumento da populagdo de
Lactobacillus no coélon distal de leitdes tratados com frutoligossacarideo na ragdo.
Entretanto, Biage et al. (2007) ndo encontraram efeito do 4cido propidnico sobre a
populagdo de Lactobacillus e E. coli na digesta do estomago, duodeno, ceco e colon de
suinos com oito semanas de idade. Em leitdes em idade de desmame, a adicdo de acido
fumarico na racdo também ndo influenciou a densidade da populacdo de Lactobacillus e
E. coli ao longo do trato gastrintestinal (RISLEY et al., 1991, 1992, 1993). Os mesmos
resultados sdo relatados para outros acidos, como acido latico (THOMLINSON &
LAWRENCE, 1991, MARIBO et al., 2000), acido formico (BOLDWAN et al., 1988,
CANIBE et al., 2001) e 4cido benzéico (MARIBO et al., 2000). A variabilidade de
resposta da microbiota intestinal observada nos estudos realizados indica que as
interacdes que ocorrem entre as bactérias, patogénicas ou comensais, bem como a
influéncia das modificagcdes do ambiente intestinal sobre essas interagdes, ainda ¢ um
tema que necessita ser investigado.

Os programas de controle de Salmonella em suinos objetivam a diminui¢cdo da
prevaléncia de suinos portadores e excretores nos lotes, animais que representam risco de
introdugdo da bactéria na linha de abate (BAHNSON et al., 2005). Associados as boas
praticas de manejo, aditivos na racdo que diminuam a excre¢do de Salmonella e
conseqiiente amplificacdo da infec¢do na granja podem ser ferramentas utilizadas nestes
programas de controle (OJHA & KOSTRYNSKA, 2007). Estes aditivos ndo sdo
especificos para o controle de Sal/monella e possuem efeito benéfico no desempenho
zootécnico dos animais, como por exemplo, o decréscimo de problemas entéricos
(IMMERSEEL et al, 2002) e a preservagdo da qualidade nutricional da ragdo
(BEDFORD, 2000). Os resultados do presente estudo demonstram que o tratamento com
acidos organicos e mananoligossacarideo ndo ¢ capaz de influenciar no numero de

animais portadores apo6s a infeccdo experimental. Porém, o tratamento com
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mananoligossacarideo foi capaz de determinar uma menor excre¢do fecal de Salmonella
sp., bem como os acidos orgéanicos parecem diminuir a presenga dessa bactéria no
contetdo cecal. A adoc¢do desses tratamentos de forma estratégica, tem potencial para
contribuir no controle da contamina¢do ambiental por Salmonella na granja e pré-abate,
podendo determinar uma menor pressao de infeccdo para os animais negativos alojados

nesses ambientes.

5. CONCLUSAO

A adicao de acidos orgéanicos e mananoligossacarideo na dieta de suinos na fase
de crescimento ndo previne a infeccdo dos animais por Salmonella Typhimurium. O
mananoligossacarideo ¢ capaz de reduzir a excre¢do de Salmonella sp., podendo ser uma

alternativa para diminuir a contamina¢do ambiental na granja e no pré-abate.
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CAPITULO 4. PERSPECTIVAS

Considerando os resultados do experimento realizado, algumas a¢des de pesquisa
futura podem ser propostas.:

1) Estudos com infec¢do experimental de grupos com introducdo de animais
sentinela, como forma de observar possiveis efeitos bacteriostaticos dos tratamentos, bem
como o impacto da menor excre¢do fecal de Sa/monella sp. nos grupos em contato com
lotes positivos. Esta a¢do poderia contribuir para a avaliagdo do uso dos aditivos de forma
estratégica no campo, considerando etapas da producdo com maior taxa de excre¢do da
bactéria.

2) A associagdo de acido organico encapsulado com mananoligossacarideo como
uma alternativa que possa oferecer efeito sinérgico deve ser melhor estudada. Como a
acdo destes aditivos indicaram um efeito positivo no presente estudo, sua adicao na ragao
de suinos poderd amplificar o efeito do tratamento. Principalmente se considerarmos que
atuem em porgdes distintas do trato gastrointestinal.

3) Numa etapa final, a validacdo a campo dos tratamentos ¢ necessaria, visando

observar seus efeitos na realidade do sistema de producao brasileiro.
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Anexo 1 — Composicio da dieta basal para os animais na fase de crescimento

Suinos Pre Inicial

Ingrediente (Kg)

ACUCAR 10,0000
LACTOSE 30,3030
MILHO GRAO 308,6948
MILHO PRE-COZIDO 30,0000
OLEO SOJA 3,1806
PLASMA AP 920 12,5000
SOJA FARELO (45%) 91,3626
FOSFATO BICALCICO 18 1,3629
CALCARIO 37 3,9365
SALCOMUM 1,6194
DL-METIONINA 0,7563
HCL-LISINA 2,5321
L-TRIPTOFANO 0,1509
L-TREONINA 0,6260
COLINA 60% - CLORETO 0,0500
CAULIM 1,5000
FITASE QUANTUM 2500XT SUINO 0,1000
ANTIOXIDANTE 0,0750
PX MIN SEM NADA 0,5000
PX VIT SEM NADA 0,7500
Total Batch 500,0001
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Anexo 2 - Cronograma das coletas

Ig?:se DPI Atividades Amostras Analises

Avaliagdo qualitativa para Salmonella sp.

43 14 Alojamento Fezes e Sangue Quantlﬁc.aqao de Lagtobaczllus sp. , Enterococcus
sp. e Coliformes totais
Avaliagdo Sorologica IgG anti-Salmonella sp.

Antes dos
60 -7 Tratamento | tratamentos: coleta de | Avaliagdo qualitativa para Salmonella sp.
Fezes
67 0 Inoculagdo Antes da inoculagdo: | Quantificagdo de Salmonella sp.

Fezes e Sangue

Avaliagdo Sorologica IgG anti-Salmonella sp.

70 3 Coleta Fezes Quantificagdo de Salmonella sp.

Quantificagdo de Salmonella sp.

74 7 Coleta Fezes e sangue Avaliagdo Sorologica IgG anti-Salmonella sp.
Quantificagdo de anaerdbios (Lactobacillus sp.,
Enterococcus sp.e Coliformes totais

81 14 Coleta Fezes e Sangue Quantificagdo de Salmonella sp.
Avaliagdo Sorologica IgG anti-Salmonella sp.
Quantificagdo de Salmonella sp.

88 2 Coleta Fezes ¢ Sangue Avaliagdo Sorologica IgG anti-Salmonella sp.

95 28 Coleta Fezes e Sangue Quantificagdo de Salmonella sp.

Avaliagdo Sorologica IgG anti-Salmonella sp.

Sangue Avaliacao Sorologica IgG anti-Salmonella sp.

Pulmao, figado, bago,
tonsila, LM, conteudo | Avaliacdo qualitativa para Salmonella sp.
cecal

Quantificagdo de Salmonella sp.
Conteudo Cecal Quantificagdo de anaerdbios (Lactobacillus sp.,

102 35 Necropsia Enterococcus sp. e Coliformes

Pulmao, figado, bago,
tonsilas, LM*, ceco, |Avaliacao histopatologica
colon, reto

Ileo Morfometria do epitélio intestinal

Lavado intestinal | Pesquisa de IgA anti-Salmonella sp.
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Anexo 3 — Protocolo de Isolamento de Salmonella sp. segundo Michael, Cardoso e
Costa (2003).

Pré-enriquecimento da amostra
Para fezes, conteudo cecal e 6rgaos:
Pesar 25 g da amostra, adicionar 225 mL de 4gua peptonada tamponada e triturar

no STOMACKER 260 rpm por 1 minuto e incubar a 37°C por 18-24 horas.

Enriquecimento seletivo

Pipetar 100puL da cultura pré-enriquecida e transferir para tubos de ensaio
contendo 9,9mL de Caldo Rappaport Vassiliadis. Pipetar ImL da cultura pré-
enriquecida e transferir para tubos de ensaio contendo 9mL de caldo tetrationato.

Incubar em banho-maria a 42°C por 24 horas.

Isolamento e identificacdo de colonias

Semear aproximadamente 20mL ou uma algada, da cultura submetida ao
isolamento seletivo, em placas de Agar VB e de Agar XLT4 e incubar a 37°C por 24-48
horas.

Fazer a leitura prévia para identificagdo de colonias com morfologia compativel
com Salmonella e manter as culturas em temperatura ambiente por mais 24h para a

leitura definitiva.

Nota:

As colonias de Salmonella ficam de cor rosa claro com halo de cor vermelha no
Agar VB e incolores com um ponto central de cor preta em Agar XLT4.

As colonias com morfologia compativel com Salmonella devem ser isoladas por
inoculagio em uma placa de Agar VB ou XLT4. Confirmando-se as caracteristicas
morfo-fisiologicas, deve-se preparar culturas em Agar TSA para provas de identificacio

antigénica e bioquimica.
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Identificacdo morfo-fisiologica
Sorologia:

Suspender 3 colonias, obtidas por cultivo em Agar TSA por 48h a 37°C, em
100mL de PBS. Sobre uma lamina de vidro, mesclar 25uL. de soro polivalente e 25uL

da suspensdo de colonias e homogeneizar movimentando a lamina por dois minutos.

Interpretagdo:

A formagdo de grumos indica resultado positivo.

Agar triplice agticar ferro (TSI):
A partir de uma colonia isolada em Agar TSA, inocular o tubo de TSI, com uma
agulha de platina, estriando a rampa e picando o fundo. Incubar a 37°C por 18 a 24h

com as tampas desrosqueadas, para garantir a presenca de oxigénio na rampa.

Interpretagdo:

O escurecimento do agar no fundo dos tubos, indica producao de H,S.

Bolhas, trincas ou deslocamento do 4gar indicam producao de gas.

Viragem do indicador na rampa para vermelho (alcalino) e no fundo para
amarelo (4cido) indicam que a bactéria ¢ anaerdbia facultativa, fermenta glicose, nao
fermenta lactose e sacarose.

A reacdo tipica de Salmonella caracteriza-se pela coloracdo amarela na base e

vermelha na rampa, formac¢do de gas e de H»S.

Teste SIM
A partir de uma coldnia isolada, inocular o tubo de SIM, com uma agulha de
platina, picando o fundo. Colocar no interior do tubo, uma fita para indicagdo de indol,

de forma que ndo atinja o agar. Incubar a 37°C por 18-24h.

Interpretagdo:
A turvagdo do meio além da linha de inoculag@o indica motilidade positiva.

O escurecimento do agar no fundo dos tubos, indica produgao de H,S positiva.
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A formagdo de coloracdo rosa nas fitas de indol indica resultado positivo.
A reacdo tipica de Salmonella caracteriza-se pela presenga de motilidade, exceto

para os sorovares Pullorum e Gallinarum, produg¢do de H,S e indol negativo.

Teste de fenilalanina desaminase

Inocular a cultura com a alca de platina em tubos com fenilalanina desaminase,
estriando a rampa. Incubar a 37°C por 18 a 24h. Apds a incubagdo, adicionar sobre a
cultura de 4 a 5 gotas da solugao de cloreto férrico, movimentando o reagente por toda a

rampa. Aguardar por aproximadamente 5 minutos.

Interpretagdo:
O aparecimento de cor verde indica resultado positivo.
A ndo alteragdo da cor indica resultado negativo.

A reacgdo tipica de Salmonella caracteriza-se pela ndo alteragdo da cor.

Agar Ferro Lisina (LIA)
A partir de uma colonia isolada em Agar TSA, inocular o tubo de LIA, com uma

agulha de platina, estriando a rampa e picando o fundo. Incubar a 37°C por 18 a 24h.

Interpretagdo:
A reacdo tipica de Salmonella caracteriza-se pela coloracdo purpura na base e na

rampa, com produgdo de H,S (base escura).

Agar Citrato de Simmons
A partir de uma colonia isolada em Agar TSA, inocular o tubo de citrato, com
uma agulha de platina, estriando uma linha central na rampa. Incubar a 37°C por 18 a

24h.

Interpretagdo:
Alteracao da coloragdo do meio para azul indica resultado positivo.

Para Salmonella a reacdo ¢ variavel de acordo com o sorovar.
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ONPG
A partir de uma col6nia isolada em Agar TSA, inocular o tubo de ONPG, com

uma alca de platina. Incubar a 37°C por 18 a 24h.

Interpretagdo:
A alteracdo da cor do meio para amarelo, indica resultado positivo.

A reacgdo tipica de Salmonella caracteriza-se pela ndo alteragdo da cor.

Caldo Uréia
A partir de uma coldnia isolada em Agar TSA, inocular o tubo com caldo uréia,

com uma al¢a de platina. Incubar a 37°C por 18 a 24h.

Interpretagdo:
A alteracdo da cor do meio para rosa escuro, indica resultado positivo.

A reacgdo tipica de Salmonella caracteriza-se pela ndo alteragdo da cor.
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Anexo 4 - Protocolo do Teste de ELISA

Impregnar placas DYNEX IMMULON 2 HB com 100uL, por cavidade, do
antigeno diluido 1:1000 em tampao carbonato bicarbonato pH 9,6 — 0,05M. Deixar em
repousa por 24 horas over-night a 4° C, a seguir congelar por, no minimo, uma hora a —
70°C. No momento do uso, apos o descongelamento em temperatura ambiente, lavar a
placa 3 vezes por 3 minutos com tampao fosfato, contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-
T), pH 7,4. Diluir os soros 1:400 e os sucos de carne 1:30 em PBS-T contendo 1% de
albumina bovina (PBS-TA). Adicionar em triplicata a placa teste. Incubar a placa
contendo os soros a 37°C por 30 minutos, em cadmara umida. Apos lavar a placa
novamente como descrito acima. Bater a placa sobre uma superficie macia e absorvente
afim de retirar o maximo possivel da solugdao de lavagem. Distribuir em cada cavidade
100pL do soro conjugado com peroxidase (Anti-pig) na diluicdo 1:3000 em PBS -TA.
Incubar em camara timida a 37°C por 30 minutos, lavar a placa e colocar 100uL do
revelador por cavidade. Preparar o revelador no momento do uso, adicionando 100uL
do substrato e 3,5uL de H,O, e 230uL de NaOH 10N para cada 10 mL de tampdo
revelador (solu¢do reveladora). Deixar por 15 minutos em temperatura ambiente.
Bloquear a intensificagdo da cor com acréscimo de 50uL por cavidade de 4cido
sulfurico 2M (H,SO,). Agitar levemente e ler em espectrofotdmetro com filtro 450nm e
DO correspondente (ICN -TiterteK Multiskan). A leitura ¢ realizada no programa
ELISUAVE com padrdes ja definidos e instalados na madaquina (computador)

Magitronic, patrimonio nimero1205057 da Bacteriologia no Laboratdrio de Sanidade.
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Anexo 5 - Percentual de presenca e niveis descritivos de probabilidade do teste
exato de Fisher para histopatologia, por tratamento nos Orgiaos coletados na
necropsia de suinos inoculados via oral com Salmonella Typhimurium e
alimentados com dieta basal (T1) ou dieta acrescida de acidos organicos
encapsulados (T2), acidos  organicos nio-encapsulados  (T3) ou
mananoligossacarideo (T4).

T1 T2 T3 T4 p
LM edema 0,0 25,0 16,7 33,3 0,2904
LM hiperplasia 10,0 ab | 33,3 ab 0,0b 50,0 a 0,0121
LM infiltracao de 0,0 | 333 | 333 | 167 0,1935
eosinodfilos
LM normal 50,0 41,7 58,3 41,7 0,9142
Amigdala material 100,0 | 1000 | 100,0 | 100,0
necrotico
Bacgo normal 90,0 91,7 91,7 83,3 1,0000
Ceco infiltrag¢do linf 10,0 8,3 0,0 0,0 0,5826
Ceco infiltracao de
células 100,0 100,0 100,0 100,0
mononucleares

Ceco infiltracao de
células

60,0 83,3 66,7 58,3 0,6137
mononucleares (++
ou mais)
Ceco foliculo linfoide | 10,0 16,7 8,3 0,0 0,7194
Ceco folic1_110 infoide 10,0 8.3 0.0 0.0 0,5826
(++ ou mais)
Colon infiltracao
células 100,0 100,0 100,0 100,0
mononucleares
Colon infiltracao
células 90,0 | 833 | 750 | 833 0,9504
mononucleares (++
ou mais)
Colon foliculo 300 | 333 | 41,7 | 333 0,743
linfoide
Colon linfoide (++ou |5 | 157 | g3 | 259 0,4785
mais)
Figado fibrose 50,0 16,7 25,0 16,7 0,2774
Figado infiltracao
células 30,0ab | 58,3 a 83b 16,7 ab 0,0438
mononucleares
Figado normal 40,0 16,7 333 50,0 0,3896

Figado proliferacao

, . 40,0ab | 75,0a | 50,0ab | 16,7b 0,0368
células biliares




Ileo infiltracao

células 10,0 8,3 8,3 8,3 1,0000
mononucleares

Tleo infiltracao 100,0 | 100,0 | 91,7 | 100,0 1,0000
eosinofilos

Pulmao pneumonia 100,0 | 66,7 66,7 83,3 0,6951
intersticial

Reto infiltracao

células 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0
mononucleares

Reto infiltracao

células 80,0 83,3 66,7 83,3 0,7835
mononucleares (++

ou mais)

Reto foliculo linfoide | 30,0 25,0 33,3 66,7 0,1804
Reto foliculo linfoide | 4 5 00 | 16746 | 00b | 5834 0,0068

(++ ou mais)
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