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RESUMO

A Salmonella spp e a Campilobater spp. se destacam por serem bactérias importantes
em humanos no mundo todo sendo que a principal fonte de transmissao € a carne de
frango. Devido a preocupag¢ao com a resisténcia aos antibioticos, formas alternativas
de controle sdo intensivamente pesquisadas a fim de controlar estes patdgenos
durante o ciclo de vida das aves. Uma dessas alternativas viaveis sdo os probioticos
a base de Bacillus spp. que atuam na prevencdo e controle de Salmonella e
Campylobacter. Este trabalho tem como objetivo caracterizar cepas de Bacillus subtilis
(BS) a partir da capacidade de inibicdo Salmonella e Campylobacter. A selecao foi
feita in vitro, tendo a sua eficacia analisada a partir da medida do halo de inibicao
formado ao redor do spot da cultura dos BS inativados. Foi observado que as cepas
de BS apresentam efeito inibitorio sobre os patégenos, mas a intensidade do efeito é
isolado dependente. Todas as cepas de BS analisadas promoveram algum grau de
inibicdosobre os isolados, porem houve mais intenso efeitos inibitérios sobre os
sorotipos de Salmonella Infantis (S1) e Campylobacter jejuni (CJ). E apesar das cepas
de BS C, Ee G apresentarem bons resultados, a cepa G demonstrou maior €ficiéncia.

Palavras-chave: propiético, carne de frango, industria de alimentos.



ABSTRACT

Salmonella spp and Campylobater spp. stand out as important patogens in
humans worldwide and the main source of transmission is poultry meat. Due to the
concern with antibiotic resistance, alternative forms of control are intensively
researched in order to control these pathogens during the life cycle of poultry. One of
these viable alternatives are probiotics based on Bacillus spp. that act in the prevention
and control of Salmonella and Campylobacter. This work aims to characterize Bacillus
subtilis (BS) strains based on their ability to inhibit Salmonella and Campylobacter. The
selection was made in vitro, having its effectiveness analyzed from the measurement
of the halo of inhibition formed around the culture spot of the inactivated BS. It was
observed that the BS strains show inhibitory effect on the pathogens, but the intensity
of the effect is isolate dependent. All BS strains analyzed induced some degree of
inhibition on the isolates, but there were better inhibitory effects on Salmonella Infantis
(SI) andCampylobacter jejuni (CJ) serotypes. And although the BS strains C, E, and G

showedgood results, the G strain showed greater efficiency.

Keywords: probitic, chicken meat, food industry.
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1 INTRODUGAO

Um importante problema na avicultura contemporanea € ainfecgdo das aves de
produgao por micro-organismos patogénicos, que resulta em contaminagdo das
carcagas e perdas econdmicas. Existem inumeros agentes patogénicos que podem
levar a essa contaminagdo, mas os mais frequentes s&o asbactérias dos géneros
Salmonella spp. e Campylobacter spp., contra as quais deve- se agir com cautela
redobrada; estes sdo importantes agentes patogénicos veiculados em alimentos,
principalmente na carne de frango (SILVA, 2017).

Por ser o segundo maior produtor e o primeiro exportador de carne de frango
do mundo (ABPA, 2021), o Brasil deve buscar operar com rigidos cuidados sanitarios
em todas as etapas de produgao. Do contrario corre o risco de sofrer significativas
perdas por restricbes colocadas por paises importadores (SHINOHARA et al., 2008).

Dentre as diversas bactérias patogénicas, Salmonellas séo as que geram maior
preocupacao em todo o mundo, por serem causadoras de zoonoses, ou por possuirem
alta morbidade em aves e serem de dificil controle. Muitos sorotipos sdo patogénicos
ao homem e podem causar diferentes sintomas devido a variagao na patogenicidade
€ na resposta imune do hospedeiro. Por esses motivos, € interessantetrabalhar com
medidas preventivas para controlar as salmoneloses, uma vez que estas podem
causar grandes impactos econémicos, tanto por diminuir as exportagcbéesdo frango,
quanto para saude publica, que precisara arcar com os custos dostratamentos das
pessoas infectadas (MACHADO et al, 2016).

Além de manter o controle sobre as salmoneloses, também se faz necessario
observar e controlar as bactérias do género Campylobacter que sao patdégenos
encontrados com bastante frequéncia nos aviarios, o0 que pode resultar na
contaminagao decarcagas (MELO et al., 2013).

Nesse contexto, novas formas de prevengao e controle vém sendo pesquisadas
a fim de combater patdgenos na producgao avicola, ja que a utilizagao de antibidticos
na avicultura, além de ndo agradar paises importadores, nao apresentam efetividade
esperada em virtude da grande habilidade de adaptagdo ao meio que bactérias
patogénicas apresentam (MENDONCA; FONSECA e MONTEIRO, 2016).

Uma solucao preventiva para o problema de infeccdo das aves de producéao

por Salmonella spp. e Campylobacter spp. € 0 uso de bactérias probidticas como



Bacillus spp. A maioria dos representantes deste género sdo consideradas inofensivas
tanto a animais quanto ahumanos e podem atuar no controle da multiplicagédo de
bactérias patogénicas(GUERRIERI et al., 2009; SPERANZA, SINIGAGLIA e CORBO,
2009).

O presente trabalho tem como objetivo avaliar in vitro a eficacia de metabdlitos
de cepas Bacillus subtilis (BS) em inibir o crescimento de bactérias patogénicas,
incluindo, especialmente Salmonella Heidelberg (SH), Salmonella Enteritidis (SE), S.
Typhimurium (ST), S. Minesota (SM), Salmonella variante monofasica (SVM),
Salmonella Infantis (Sl) e C. jejuni (CJ).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Avicultura no Brasil

A avicultura se tornou uma importante atividade econdmica no Brasil ha muitos
anos, sendo aperfeicoada com a chegada de imigrantes e ganhando impulso durante
a Segunda Guerra Mundial, quando houve consideravel aumento do consumo da
carne de frango internamente (COSTA, 2011). Ja no fim da década de 1950, varios
avicultores, que até entdo se dedicavam apenas a produgao de ovos para consumo,
comecaram a mudar de orientacdo; nessa época, o frango ja atingia o maximo de
peso comercial em menor tempo e com o minimo de alimentacéo (ESPINDOLA, 2012;
SANTOS, 2014).

A avicultura, no entanto, se estabeleceu realmente como atividade comercial
apenas na década de 1960, quando surgiu o sistema de producao integrado, que criou
uma parceria entre a industria e os produtores (COSTA, 2011). Atualmente, a
avicultura no Brasil tem grande importancia, com a carne de frango sendo a mais
consumida no pais, em uma quantidade de aproximadamente 43kg por habitante por
ano segundo a Associacao Brasileira de Proteina Animal (ABPA, 2021). O Brasil
também é o maior exportador de carne de frango do mundo, exportando 4.214 milhdes
de toneladas por ano em cinco modos diferentes: frangos inteiros, cortes, embutidos,
industrializados e salgados. Os numeros mais expressivos dizem respeito aos frangos
inteiros e os cortes, que juntos somam cerca de 93% do total exportado (ABPA,2020).

O Brasil exporta carne de frango para todos os continentes, tendo como

principal comprador o continente asiatico, em maior quantidade para a China e o



Oriente Médio; além da Asia, ha também a Africa e a Unido Europeia como segundo
e terceiro maiores compradores de carne avicola, respectivamente. Essa exportacao
gerou de lucro aproximadamente 7 bilhdes de ddélares para o Brasil no ano de 2019
(ABPA, 2020).

Além de toda essa rentabilidade que a Avicultura gera para o Brasil, ela ainda
abastece o mercado interno. Uma pesquisa realizada pelo Centro de Assessoria e
Pesquisa de Mercado (CEAP) com familias de todo o pais, mostrou que em 100% dos
lares entrevistados ha o consumo de carne de frango, sendo que a maioria a consome
de 2 a 3 vezes por semana (COSTA, 2011). Embora este ndo tenha sido o principal
motivo apontado pelas familias para justificar o grande consumo da carne de frango,
esse alimento, juntamente com ovos, sao as fontes de proteina animal mais baratas
presentes no mercado (RECK e SCHULTZ, 2016). Todos os dados apontam para a
grande importancia socioecondmica representada pelas atividades do setor avicola
para a populacao brasileira, principalmente. Assim sendo, pode-se perceber quao
imprescindiveis sdo os cuidados com a sanidade e segurancga alimentar durante a
cadeia de produgao (TALAMINI et al., 2018).

2.2. O uso de Antibiéticos na Avicultura

A industria avicola foi a que mais conseguiu progresso em termos zootécnicos
dentro de todas as cadeias de producao animal, conseguindo aumentar a produgao
em larga escala em um curto espago de tempo com um baixo custo (KIRCHHELLE,
2018). Para esse desenvolvimento acontecer, foi necessario grande investimento nas
areas de Melhoramento Genético e Nutricdo, além do uso de antibidticos como
promotores de crescimento, adicionado ao seu uso terapéutico (BARROS, 2012;
CORREA et al., 2003; KIRCHHELLE, 2020).

Como consequéncia do uso em larga escala dos antibiéticos promotores de
crescimento, observou-se o surgimento de resisténcia de diversas bactérias a esses
agentes antimicrobianos; varias delas, inclusive, adquiriram multirresisténcia, ou seja,
resisténcia a mais de um antibiotico simultaneamente (GARCIA-MIGURA et al., 2014).
A forma de utilizagdo desses farmacos sofreu grande pressao do mercado externo,
pois estes eram administrados por via oral, em doses subterapéuticas e por um
periodo inapropriado (HAWKEY, 2008).

O uso indiscriminado dessas substancias acarretou em uma selegcao de
bactérias resistentes geneticamente, seja por alteragcdo genética ou pela aquisi¢ao
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desses genes, deixando a situagdo um pouco mais preocupante. Essa resisténcia
ocorre nao apenas para as aves, mas também € possivel que ocorra para as pessoas
que entram em contato com os produtos provenientes dos animais tratados com esses
farmacos. Surge, entdo, uma situagdo de resisténcia cruzada: antibiéticos usados
para tratar infecgdes humanas podem perder sua eficacia (CHANTZIARAS et al.,
2014; STANTON, 2013).

Pelos motivos antes citados, o uso dos antibiéticos como melhoradores de
desempenho levou a preocupagdo com a selegdo de bactérias patogénicas que se
tornassem resistentes aos antibidticos usados na terapia humana. Assim, em 2006,
diversas moléculas antibidticas tiveram seu uso proibido na Unido Europeia
(EUROPEAN UNION LEX, 2003).

Com a proibicao do uso de certos antibiéticos, os mercados exportadores
tiveram de se adaptar a legislagdo da Unido Europeia para continuar exportando para
estes paises. O Brasil, sendo o maior exportador de carne de frango do mundo (ABPA,
2020) e tendo a Uniao Europeia como importante importador naquele momento,
também teve de se adaptar a essas medidas (CASTANO, 2007).

Tendo em vista a necessidade da melhoria da produgéo, juntamente com a
preocupagao com quadros de infecgdo causados por bactérias patogénicas,
especialmente as do género Salmonella spp., houve a intensificacdo na busca de
produtos alternativos capazes de proporcionar melhor desempenho para os animais,
diminuir a infecgdo das aves e contaminacao das carcagas por bactérias patogénicas,
sem deixar residuos que pudessem causar problemas de saude aos consumidores
finais da carne de frango. Assim, foi necessaria a pesquisa de novas substancias
melhoradores de desempenho, alternativos ao uso de antibidticos, entre eles, extratos
de plantas, 6leos, acidos organicos, prebiodticos, probidticos e suas associagdes
(HUYGHEBAERT et al., 2011).

2.3. Importancia dos probiéticos na Avicultura

Os probidticos podem ser definidos como espécies colonizadoras ou nao
colonizadoras da microbiota intestinal, tendo-se os Lactobacillus sp. como exemplo de
bactérias colonizadoras e os Bacillus spp. como nao colonizadoras (HUYGHEBAERT
etal., 2011).
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Hoje ja se sabe que os probidticos atuam de diversas formas no trato digestorio
dos animais. Os probidticos podem atuar competindo com outras bactérias
patogénicas, como por exemplo, Salmonella e Campylobacter, também podem
produzir substancias e enzimas que agem de forma antibacteriana. Atuam também
estimulando o sistema imune, ou de forma nutricional, facilitando na digestao e
absorcéo de nutrientes (ADHIKARI & KIM, 2017).

Na producdo animal, o uso de probidticos tem a fungdo de otimizar o
desempenho zootécnico, obtendo melhores resultados com baixos custos. A melhora
de desempenho zootécnico pode estar associada a redu¢do da contaminagao por
Salmonella spp. (VILA et al., 2009) e & melhora da imunidade do animal (KHAKSEFIDI
e GHOORCHI, 2006). O contato com o ambiente logo apds o nascimento favorece o
desenvolvimento mais rapido da microbiota; esta, formada logo apdés a eclosao,
interage com o trato digestério e com o sistema imunolégico dos animais, podendo
afeta-los de forma positiva ou negativa. A presenga de bactérias benignas em
diferentes porgbdes do trato gastrointestinal, como Lactobacillus sp., Bacillus spp.,
entre outras, pode ocorrer pela associagdo com a camada de mucoou pela adesao a
superficie e células epiteliais. Esta adesdo atua como uma barreirafisica de defesa

contra os micro-organismos nocivos e contra toxinas (NOUSIAINEN etal., 2005).

2.4. Bacillus spp.

Os Bacillus pertencem a ordem Eubacteria, familia Bacillaceae, que
compreende um grupo de bactérias Gram-positivas (HOLT et al., 1994; FRITZE,
2004). O género Bacillus spp. € os géneros geneticamente proximos a ele ocupam
um lugar expressivo em virtude de apresentarem muitas espécies uteis ao homem.
Poucas espécies sdo patogénicas, e as demais despontam, preferencialmente, como
micro-organismos de importancia industrial, pois geram produtos que sao
comercializados. Diferentes enzimas, antibiéticos, inseticidas bacterianos e pro-
bioticos e outros compostos organicos sdo produzidos em escala industrial gracas a
esses micro-organismos. Por este motivo, essas bactérias sdo muito estudadas sob
osmais variados aspectos. Por muitotempo, B. subtilis foi considerado como sendo
estritamente aerdbico (NOUSIAINEN e SETALA, 2005). Estudos recentes, no
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entanto, mostraram a capacidade de crescimento desta espécie em anaerobiose,
utilizando nitrato ou nitrito como aceptores finais de elétrons, ou, na auséncia destes,
por fermentagcdo em meios de cultivo contendo glucose e piruvato (NAKANO et al,,
1997; NAKANO e ZUBER, 1998; RAMOS et al., 2000; YE et al., 2000). Sdo micro-
organismos altamente resistentes em condigbes adversas presentes no meio
ambiente, devido a capacidade de formacao de esporos, que suportam extremos de
temperatura e pH, dessecagao e radiagao ultravioleta,podendo atuar em todo o trato
gastrointestinal das aves. (DRIKS, 2004; PIGGOT e HILBERT, 2004).

Os bacillos, quando usados no ambiente, agem por um mecanismo de inibigao
competitiva que consiste em inocular a cama com quantidades bastante elevadas de
bactérias que tenham condigdes de se multiplicar e predominar sobre populagdes
bacterianas potencialmente patogénicas. Essa inibigdo acontece atravésde dois
mecanismos: efeito fisico, que ocorre a partir de um grande indculo inicial e de uma
grande capacidade de multiplicagdo, levando a rapida colonizagdo da camae a
ocupacao dos espacos disponiveis; e efeito quimico, através da liberagcao de enzimas
proteases para o meio, que tém efeito na viabilidade das principais bactériasde
importancia avicola. Esses efeitos reduzem a chance das aves se contaminarem com
bactérias nocivas ao ciscarem, reduzindo o estresse imunoldgico e a ocorréncia de
doencgas (PAGANINI, 2000).

A inibicdo competitiva causada pelo probiotico no ambiente ao qual ele foi
inoculado acarreta em melhorias na produtividade, pois a redugdo ambiental da carga
bacteriana se reflete no desafio imunoldgico a nivel de trato digestorio, o que por sua
vez leva a um beneficio em conversao alimentar e diminuindo de cerca de 60% das
bactérias potencialmente patogénicas na cama, possibilitando a sua reultilizagao
caso nescessario (PAGANINI, 2000).

2.5. Salmonella spp.

Salmonella spp. € um dos patdégenos transmitidos por alimentos mais
importantes no mundo (NGUYEN, YANG e YUK, 2014). Apesar de doengas causadas
pela ingestdo de alimentos contaminados ndo serem reportadas em sua totalidade no

Brasil, dados do Ministério da Saude (2020) indicam que, nos ultimos anos,
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Salmonella spp. foi o principal agente encontrado em surtos de doengas transmitidas
por alimentos.

Bactérias do género Salmonella estdo entre os patégenos de maior destaque
na avicultura, ja que a carne de frango é a maior fonte pela qual humanos adquirem
salmonelose, e por isso vém sendo amplamente estudadas dentro da cadeia de
producdo. As aves acometidas podem desenvolver doenga clinica ou ficarem
assintomaticas, nesse caso, servindo como reservatoério e se tornando uma fonte em
potencial de transmiss&o para humanos (SILVA e DUARTE, 2002).

Superficies contaminadas com Salmonella spp. podem servir como fontes de
contaminagao para alimentos pela contaminagao cruzada. Sua sobrevivéncia em tais
superficies pode ser explicada pela produgao de biofilme, assim como a permanéncia
em ambientes onde ha processamento de alimentos oriundos de animais
contaminados previamente pelo patégeno (CORCORAN et al., 2013; SIMOES;
SIMOES e VIEIRA, 2010; VESTBY et al., 2009).

Por, claramente, ndo ser uma acéo de facil aplicabilidade, muitas pesquisas
vém sendo feitas no sentido de abordar o problema do controle de Salmonellas em
aves por diversos métodos (BARUZZI et al.,2011; JALILSOOD et al., 2015), como, por

exemplo, pelo do uso acao probidtica de BS, que € o focodo presente trabalho.

2.6. Campylobacter spp.

O género Campylobacter abriga diversas espécies zoondéticas, sendo as
principais Campylobacter jejuni e Campylobacter coli. Estas espécies impactam a
saude publica, pois sao responsaveis pela maior parte dos casos confirmados de
campilobacteriose em humanos (GILLISS et al, 2013). Além de quadros de
gastroenterite, C. jejuni tambémé associada a neuropatias como as Sindromes de
Guillain-Barré e Miller-Fisher (NACHAMKIN et al., 1998; SALLOWAY et al., 1996),
onde ocorre uma mimetizagdo entre os lipo-oligossacarideos da bactéria e
gangliosideos humanos, levando a uma resposta autoimune no organismo do
hospedeiro (VAN DEN BERG 2014).

O numero de casos de campilobacteriose continua aumentando e, anualmente,
0 numero de casos reportados representa apenas aqueles que foram confirmados;
mas h4a, todos os anos, inumeros casos nao reportados. Os alimentos que mais

acarretam essa doenga, nesses casos, sao carnes, principalmente de frango e leite
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nao pasteurizado (EFSA 2021).

No caso dos frangos, a colonizagdo ocorre predominantemente por
Campylobacter jejuni (HOEPERS et al.,, 2016). Os frangos adquirem o patégeno
principalmente pela via fecal-oral. No intestino dessas aves, asbactérias colonizam
principalmente o intestino grosso nas porgdes ceco e colon e, emmenor extensao,
intestino delgado. Ha relatos de isolamento de Campylobacter em figado, bago e
sangue, sugerindo uma possivel invasdo do epitélio intestinal e, assim,a colonizagao
se torna sistémica (KNUDSEN et al., 2006).

A Campylobacter spp., era considerada uma bactéria inofensiva para a
microbiota intestinal das galinhas, porém, ja ha relatos sugerindo que ela é capaz de
induzir dano ao epitélio intestinal pelo comprometimento das tight-junctions
intracelulares, ou jungdes rigidas, controlando as fungdes de barreira, e estimulando
uma resposta inflamatodria insatisfatéria por parte do hospedeiro (AWAD et al., 2015;
HUMPHREY et al., 2014; REES et al., 2008).

Apesar de C. jejuni ser extremamente difundida, ela ndo se multiplica em
ambiente natural aerdbico devido a sua caracteristica de crescimento microaerdfilo.
Ainda que nem todo ambiente natural onde ela habite seja necessariamente aerdbico,
e dificil explicar a alta incidéncia de infec¢ao, particularmente pelo fato de que, quando
comparada com varios outros patdégenos gastrointestinais, C. jejuni raramente é

transmitida entre humanos (MAN, 2011).

3 MATERIAIS E METODOS

As bactérias patogénicas testadas foram oriundas de amostras de frango
coletadas a campo e as cepas de BS foram isoladas de diferentes locais da agricultura
e pecuaria. Foram testados diferentes isolados de bactérias patogénicas: Salmonella
Heidelberg(SH), Salmonella Enteritidis(SE), Salmonella Infantis(Sl), Salmonella
Minnesota(SM), Salmonella Typhimurium(ST), Variante de Salmonella monofasica
(SVM), Campylobacter jejuni CJ. Um total de trés (3) cepas de BS, identificadas como
cepas G, E e C foram selecionadas por apresentarem efeitos negativos em testes de
citotoxicidade e toxicidade em modelos animais (dados ndo publicados).
Paralelamente uma cepacomercial de BS (DSM 17299) foi usada como controle. O

experimento foi conduzido no Laboratério de Doengas Infecto contagiosas da
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Universidade Federal de Uberlandia.

Para avaliar o efeito inibitério dos BS sobre cada bactéria patogénica, S5uL de
cada cepa de BS diluida em solugdo salina na quantidade de 108 UFC/mL, foi
inoculada na superficie, no centro da placa de agar com nutriente. As placas foram
incubadas a 34°C por 24 horas. No dia seguinte, as placas com BS foram inativadas
com vaporde cloroférmio por 30 minutos. Apds a retirada do cloroféormio, diferentes
isolados de cada bactéria patogénica (SE, ST, Sl, SH, SM e SVM ) foram diluidas em
solugéo salina na concentragdo de 108 UFC/mL. A seguir, 10uL do meio de cultura de
cada isolado de Salmonella foi adicionada a 10 mL de agar com nutriente ainda liquido
(45°C) e inoculadas ao redor de cada BS inativada. As placas foram incubadas em
aerofilia a 37°C por 24 horas. O mesmo protocolo foi utilizado para CJ porém o agar
usado foi oCCDA e a incubagao ocorreu na temperatura de 37°C por 48 horas em
atmosfera demicroaerofilia. O halo de inibicdo formado ao redor do spot da cultura
bacteriana foi medido em milimetros com o auxilio de uma régua milimetrada. O
resultado foi avaliado a partir da média de oito dire¢des diferentes com todos os spots
de cultura ajustados para 0,65mm. A determinacdo da capacidade inibitéria dos
isolados foi realizada de acordo com Santos (1984), sendo considerada como inibigdo
muito forteas zonas acima de 20 mm de didmetro; inibicdo forte, de 15 a 19 mm;
moderada, de 11 a 14 mm; fraca, de 9 a 10 mm; e nenhuma inibicdo, menor que 9
mm. Para cada bactéria patogénica as analises foram feitas em triplicata. O resultado
final foi dado em média e desvio padrao, a diferenca estatistica foi realizada utilizando
teste de ANOVA (p<0,05) seguido pelo teste de Tukey com auxilio do programa
GraphPad Prism 9.0 e uma significancia de 0,05.
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4 ANALISE ESTATISTICA

Tabela 1 Halos de inibicao do crescimento de cepas de Salmonella e Campylobacter por metabdlitos
de Bacillus subtilis comercial (DSM) e isolados de campo (C, E e G)

C E G DSM

SH 1
SH 2

SH3
SE

ST1

ST2
ST3
ST4
ST5
SM

SVM
Si1
SI2

CJIAL

CJ1

CJ2

0.88 (+/-0.20)a

0.65 (+/-0.00)b

1.06 (+/-
0.15)ab 1.74 (+/-0.43)a 1.50 (+/-0.35)ab 0.93 (+/-0.15)b
1.08 (+/-0.37)a

0.89 (+/-0.07)b

0.9(+/-0.07)a
1.75(+/-0.44)a 1.50(+/-0.35)ab 0.94(+/-0.16)b
1.10 (+/-0.15)a
1.50 (+/-0.28)a 1.68 (+/-0.40)a

2.48(+/-0.15)b 0.58(+/-0.07)c

1.72(+/-1.0)a 3.17(+/-0.19)b 3.33(+/-0.35)b 0.58(+/-0.07)a

1.65 (+/-0.43)a _ 1.69 (+/-0.16)a 2.1 (+/-0.61)a
2.12 (+/-0.10)a 0.66 (+/-0.01)b
2.97 (+/-0.05)a 2.96+/-0.33)a

SH1, SH2, SH3: diferentes cepas de Salmonella Heidelberg, SE: Salmonella Enteritidis, ST1, ST2, ST3, ST4,

ST5: diferentes cepas de Salmonella Typhimurium, S.M.: Salmonella Minnesota. SVM: Variante de Salmonella

monofasica. SI1, SI2: diferentes cepas de Salmonella Infantis. CJ IAL: C. jejuni IAL. CJ1 e CJ2: Campylobacter

jejuni. Salmonella, CJ1, e CJ2 | foram isolados de carne de frango. CJ IAL foi isolado de humanos (Fonseca et al.,

2014). As cores indicam diferentes niveis de inibicdo. Azul: halo de inibicdo muito forte acima de 2,0 cm de

largura; Amarelo: inibigao forte de 1,5 a 1,9 cm; Roxo: inibicdo moderada de 1,1 a 1,4 cm; Cinzento: inibi¢cao fraca

de 0,9 a 1 cm; Branco: inibicdo ausente menor que 0,9 cm (Santos et al., 1984). Realizamos o teste ANOVA e

Tukey (p<0,05). Diferentes letras na mesma linha significam diferenca estatistica.
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5 RESULTADOS

A tabela 1 mostra os resultados do efeito das diferentes cepas de BS sobre o
crescimento de 16 isolados de SH, SI, ST, SE, SM, SVM e CJ. Os resultados mostram
que o nivel de efeito da inibicdo parece ser isolado dependente. Para trés (3) SH
testadas, a cepa G apresentou um efeito de inibicdo moderado ou forte que foi superior
a cepa E na inibicdo de SH2. Embora a cepa C tenha apresentado um resultado que
a classifica como fraca inibicdo ou sem inibicdo para os isolados SH1 ou SH3 nao
houve diferenca estatistica com as cepas G ou cepa controle de mercado (DSM). A
cepa C de BS nao inibiu ou apresentou fraco efeito inibitérico sobre SH1 e SH3

respectivamente.

Para SE, as cepas de BS (C e G) levaram uma inibigdo moderada que foi similar a
cepa controle de mercado (DSM). Ja a cepa E de BS resultou em uma fraca inibigéo
sobre a SE. Apesar do fraco efeito inibitério da cepa E sobre a SE n&o houve diferenca

estatistica entre as demais cepas de BS.

As cepas E e G apresentaram um efeito de inibicdo moderado ou forte sobre a ST. As
cepas E e G apresentaram efeitos inibitérios maiores que a cepa controle sobre a ST2

e a cepa E um efeito inibitério maior que a cepa controle parar ST4.

Apenas a cepa G foi testada para avaliagdo do efeito inibitério sobre o isolado do
sorotipo SM e SVM por causa da seu menor efeito toxico. O efeito inibitorio foi

moderado e similar a cepa controle para SMe forte para SVM.

O efeito inibitdrio sobre o Sl foi muito forte, forte € moderada em todas as cepas, com
excecao da cepa padrdo de mercado que ndo apresentou nenhum tipo de inibicéo.
Deve se observar que a cepa E e a cepa G obtiveram os melhores resultados. O efeito
inibitoério sobre a CJ IAL foi moderado (cepa E), forte (C e G) e muito forte (cepa
controle DSM), embora n&o tenha havido diferenga estatistica. A avaliagao do efeito
inibitério sobre CJ1 e CJ2 foi feito apenas para a cepa G que apresentou efeito muito

forte para ambas as cepas sendo que em CJ1 o efeito foi maior que o controleDSM.
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6 DISCUSSAO

Em diversos paises, tem se desenvolvido normas e medidas rigorosas de controle e redugao dos
niveis de patdégenos dentro dos estabelecimentos avicolas, em especial, no Brasil que € o maior
exportador de carne de frango do mundo. Dentre tais patdogenos, Salmonella é de controle obrigatério,
e embora ndo haja obrigatoriedade para controle de CJ, essa é uma bactéria importantepor levar
gastroenterite em humanos e causar importantes sindromes auto imunes (MELO, 2017). O controle
de Salmonella e CJ exige praticas de manejo sanitarios associados ao uso de produtoscomo por
exemplo, os probidticos. A inibicdo das bactérias patogénicas pelas bactérias probidticasocorre pela
producdo de alguns metabdlitos. Os metabdlitos produzidos podem ser acidos, principalmente o
latico e o acético, didxido de carbono, peréxido de hidrogénio, bacterocinas e peptideos
antimicrobianos. Micro-organismos probiéticos também inibem bactérias patogénicas, pois aderem
mais facilmente a mucosa do hospedeiro impedindo adesdo e amultiplicacdo dos patdégenos
(KURITIZA et al, 2014). Os efeitos positivos das bactérias probidticas apresenta uma grande
vantagem sobre os antibidticos, ja que sdo seguras e nao levam aodesenvolvimento de resisténcia
(GUTIERREZ et al, 2013).

Com o objetivo de selecionar melhores cepas probidticas para uso em aves, varias metodologias
s&0 necessarias, e dentre essas, o efeito inibitorio. Esse trabalho traz o efeito inibitorio de trés
diferentes cepas de BS sobre 16 isolados patogenicos. A metodologia usada nesse trabalho traz o
efeito inibitério dos BS a partir dos metabdlitos produzidos pelo BS. Para ST, SH, SE, SVM o efeito
inibitério no geral foi moderado ou fraco e similar ou superior a cepa de mercado, utilizada como
controle neste estudo. Mas para SM, Sl e CJ os efeitos no geral foram fortes ou muito fortes e
superiores ao controle.

Adicionalmente, a cepa G apresentou melhores resultados benéficos em ensaios de toxicidade
(dados nao publicados) e por isso foram testados contra isolados nao estudados para as cepas C e
E. Interessantemente, a cepa G foi a Unica cepa que apresentou algum efeito inibitério sobre todos

os isolados patogenicos.
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A inibicdo deste sorovares in vivo, a partir de probiodticos traz grades beneficios para a
producdo animal, por melhorar a microbiota intestinal das aves, e impedir que bactérias
patogénicas se multipliquem no trato gastrointestinal, diminuindo a prevaléncia das doengas

causadas por estes patdgenos.

7 CONCLUSAO

Os efeitos inibitérios do BS sobre bactérias patogénicas parece ser cepa dependente,
com maiores efeitos foram sobre Sl e a CJ. No geral, as cepas de BS aqui estudadas
apresentaram efeitos de inibicao sobre sorotipos de Salmonella e a CJ similares ou
superiores a cepa comercial, utilizada como controle, o que demonstra o seu potencial

para prevencao desses patdgenos no campo.
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