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RESUMO

No cendrio mundial atual, o desenvolvimento de métodos que substituam a utilizagdo de
antibidticos ¢ de suma importancia no controle das principais doengas que atingem a produgao
avicola. Com isso, o objetivo desse trabalho foi identificar a eficacia in vitro de diferentes
espécies de microrganismos probioticos, no controle de patdogenos importantes na producao
avicola. Foi realizada a analise in vitro da inibi¢do de cinco (5) cepas probidticas
(Saccharomyces boulardii, Lactobacillus delbrueckii CNRZ 327, Lactococcus lactis subsp.
lactis UNICLON LLLO1, Lactiplantibacillus plantarum UNICLON LPO09 e Lacticaseibacillus
acidophilus UNICLON LAO1) sobre 10 isolados patogénicos oriundos de frangos de corte e
humano (Sa/monella Heidelberg, Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Salmonella
Minnesota, Salmonella Infantis, Escherichia coli patogénica aviaria, Campylobacter jejuni e
Clostridium perfringens), utilizando o método de halo de inibi¢do. Foi feita uma solucdo para
cada probidtico, utilizando 5 mL de solucdo salina para obter uma concentracdo de
aproximadamente 10"8 UFC/mL. Em seguida, 5 pL de cada solug¢do foram depositados na
superficie do agar no centro da placa para a formagao de spot, depois do periodo de incubagdo
foi feito a inativacdo desses com cloroférmio e consseguinte a inoculagdo das cepas
patogénicas. Os resultados destacam a capacidade de cepas probidticas em inibir o crescimento
de patdgenos, com énfase em L. acidophilus e L. plantarum e na sinergia observada em blends
de probidticos para controle de S. Heidelberg. O estudo destaca a variabilidade na eficacia dos
probidticos na inibicdo de patdgenos avicolas, dependendo de espécie, sorotipo e cepa. As
formulagdes L. acidophilus, L. plantarum e o blend demonstraram efeitos inibitérios superiores
em relacdo a L. delbrueckii, L. lactis e S. boulardii, embora L. delbruekii tenha exibido um
efeito positivo notavel sobre S. Heidelberg e Clostridium perfringens. Este estudo ressalta a
importancia da escolha criteriosa de probidticos para promover a satude avicola e controlar
patogenos, proporcionando insights valiosos para praticas de manejo mais eficazes na industria
avicola.

Palavras-chave: Aves; bacteriocinas; produgdo livre de antibioticos; sanidade.



ABSTRACT

In the current global scenario, the development of methods that replace the use of antibiotics is
of paramount importance in controlling the main diseases that affect poultry production.
Therefore, the objective of this work was to identify the in vitro effectiveness of different
species of probiotic microorganisms in controlling important pathogens in poultry production.
In vitro analysis of the prevention of five (5) probiotic strains (Saccharomyces boulardii,
Lactobacillus delbruueckii CNRZ 327, Lactococcus lactis subsp. Lactis UNICLON 11101,
Lactiplantibacillus  plantarum UNICLON LP09 and Lacticaseibacillus acidophillus
UNICLON LAO1) over 10 isolate patogenics from broilers and human (Sa/monella Heidelberg,
Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Salmonella Minnesota, Salmonella Infantis,
Avian pathogenic Escherichia coli, Campylobacter jejuni and Clostridium perfringens), using
the inhibition halo method. A solution was made for each probiotic, using 5 mL of saline
solution to obtain a concentration of approximately 10"8 CFU/mL. Then, 5 puL of each solution
was deposited on the surface of the agar in the center of the plate to form spots. After the
incubation period, these were inactivated with chloroform, resulting in the inoculation of
pathogenic strains. The results highlight the ability of probiotic strains to inhibit the growth of
pathogens, with emphasis on L. acidophilus and L. plantarum and the synergy observed in
probiotic blends to control S. Heidelberg. The study highlights the variability in the
effectiveness of probiotics in inhibiting poultry pathogens, depending on species, serotype and
strain. The L. acidophilus, L. plantarum and blend formulations demonstrated superior
inhibitory effects towards L. delbrueckii, L. lactis and S. boulardii, although L. delbruekii
exhibited a notable positive effect against S. Heidelberg and Clostridium perfringens. This
study highlights the importance of choosing probiotic criteria to promote poultry health and
control pathogens, providing valuable insights for more effective management practices in the
poultry industry.

Keywords: bacteriocins, health; poultry; probiotics-free productions.
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1 INTRODUCAO

O aumento da procura do mercado consumidor por um produto mais saudavel e livre de
antibioticos na producao tem levado a intensificacao de mais pesquisas em busca de alternativas
vidveis para a producdo animal, que garantam bom rendimento e um produto final seguro ao
consumidor.

Um dos principais desafios enfrentados na avicultura esta relacionado as doengas que
afetam as aves. Salmoneloses, campylobacteriose, clostridioses e colibacilose sao algumas das
enfermidades que demandam especial atengdo por parte dos profissionais da saude animal. O
foco dos sanitaristas na avicultura reside na implementagdo de medidas sanitéarias eficazes,
garantindo o acompanhamento necessario para atender as exigéncias de prote¢do a saude das
aves e dos consumidores. Essa abordagem visa promover a producdo avicola condigdes
sanitarias adequadas, especialmente, considerando a grande importancia socioecondomica do
Brasil no setor de producao de frango. O pais ocupa o primeiro lugar em exportacdo e o segundo
lugar como maior produtor mundial, com isso, se destaca os cuidados sanitarios para sustentar
e expandir essa posi¢cdo no mercado global (Associacdo Brasileira de Proteina Animal, 2023).

Existe um grande interesse na selecdo de probidticos que possam substituir os
antibidticos na prevengao e combate de doengas contagiosas e deletérias a produgdo animal. Os
probidticos provocam uma mudanca na populacdo microbiana no intestino, afetando a
composicdo da microbiota intestinal e, assim, também, modulando o sistema imunoldgico
(Neveling et al., 2021). O efeito dos probidticos ird depender da eficicia de uma unica cepa,
mas também, podendo ocorrer interagdo entre multiplas cepas, formando assim, um composto
de probidticos. Na avicultura, atualmente, utilizagdo de probidticos pode gerar efeitos positivos
no hospedeiro, como melhoradores de desempenho em frangos de corte, onde sua principal acdo
se da no trato gastro intestinal (Zhang et al., 2022).

Portanto, este estudo buscou avaliar o potencial de cinco (5) espécies de bactérias
probioticas, dispostas individualmente e compostas (blend), na inibicdo de bactérias
patogénicas, usando a metodologia do halo de inibicdo. As bactérias probioticas avaliadas
foram Saccharomyces boulardii (SB), Lactobacillus delbrueckii (LD), Lactococcus lactis
subsp. Lactis (LL), Lactiplantibacillus plantarum (LP) e Lacticaseibacillus acidophilus (LA).
As bactérias patogénicas testadas foram Sa/monella Heidelberg (SH), Salmonella Enteritidis
1(SE), Salmonella Typhimurium (ST), Salmonella Minnesota (SM), Salmonella Infantis (SI),
Escherichia coli patogénica avidria (APEC), Campylobacter jejuni (CJ), Clostridium
perfringens (CP)..
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cenario da avicultura de corte e uso de antimicrobianos

O Brasil ostenta uma das aviculturas mais competitivas do mundo e alcangou niveis de
exceléncia que servem como benchmarks' para outras nagdes. Diversos elementos na cadeia de
producdo desempenharam um papel essencial na atual performance dos animais e na
produtividade. A eficiéncia zootécnica da industria avicola brasileira experimentou um notavel
aprimoramento nos ultimos anos, sendo grande parte desse avango resultado de selecdo e
aprimoramento genético. Além disso, outro aspecto notavel desse progresso esta relacionado a
nutri¢do, praticas de manejo e condi¢des ambientais (Mendes, 2014).

Em 2022, segundo relatdrio anual da Associagao Brasileira de Proteina Animal (2023),
o Brasil produziu cerca de 14 milhdes de toneladas de carne de frango, atingindo o posto de
segundo maior produtor do mundo e primeiro exportador do mundo. Temos dados de mais de
4 milhoes de toneladas destinadas a exportagdo, para 145 paises, uma média de 33% da
produgdo nacional ¢ destinada a exportagao.

Diante de uma alta produtividade, acompanham-se grandes desafios, um deles ¢ o
controle de patdgenos em frangos de corte durante toda sua vida até o abate. Esse controle ¢
muito discutido, devido ao uso indiscriminado de antibidticos, que resulta cada vez mais uma
maior resisténcia bacteriana. Com isso, o crescimento dessa resisténcia aos antibidticos

representa uma inquietagao global em relagao a saide humana e animal (Roth et al., 2019).

2.2 Probiodticos

Os probidticos, considerando a definicao da Organizagdo de Alimentos e Agricultura e
Organizacdo Mundial da Satde, sdo “microrganismos vivos, que quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a satide do hospedeiro” e podem conferir
importante papel a salide e manutengdo do trato gastrointestinal de aves. Além disso, podem
ocorrer interacdes desses microrganismos intestinais € das células epiteliais intestinais de

frangos de corte (Neveling et al, 2021).

! processo de busca das melhores praticas de gestio da entidade numa determinada industria e que conduzem ao
desempenho superior.
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Espécies de probioticos t€ém papel biologico crucial na fermentagdo de alimentos no
intestino, como, também, na produ¢do de metabdlitos e como fator de inibi¢ao de bactérias
patogénicas (Abd El-hack et al., 2020). Um estudo mostra que espécies de Lactobacillus e
Saccharomyces spp. podem colonizar ndo apenas o intestino, como também, o estomago
humano (Compare et al.; Rijkers, 2022). A utilizagdo de probidticos pode reduzir a inflamagao
por meio da regulacdo da composicdo da microbiota, restaurando a integridade e a funcdo da
barreira epitelial e mucosa, e exercendo um efeito que equilibra a resposta imunologica
(Compare et al., 2022). Os beneficios fornecidos pela utilizagdo de probioticos para a saude
incluem redugdo da taxa de colonizagdo de bactérias patogénicas na parede intestinal, melhoria
da morfologia intestinal, estimulac¢do do sistema imunolégico, melhoria da fungdo metabdlica,
melhoria da absor¢ao de nutrientes e melhoria do desempenho de crescimento em aves,
competindo com patdgenos por nutrientes e adesdo a barreira intestinal (Zhang et al., 2022).

Os probiodticos podem por meio de varios mecanismos. Eles competem com patogenos
que se aderem as células do hospedeiro em locais como o trato gastrointestinal, com o fator de
competicdo por caracteristicas especificas do habitat. Além disso, interagem com varios
componentes celulares no ambiente intestinal, incluindo células epiteliais, macrofagos, células
dendriticas e linfécitos. Varias vias de sinalizagdo biologica, como NFkB, MAPK, Akt/PI3K e
PPARYy, sdo alvos para os probioticos ou seus produtos (Thomas et al., 2010). Uma de suas
atuagdes mais importantes no controle de patéogenos é a mudanga do pH do trato
gastrointestinal, causando um ambiente indspito as bactérias causadoras de doencas, fazendo
com que ocorra inibi¢do delas. No entanto, os mecanismos pelos quais os probidticos exercem
seus efeitos benéficos ainda ndo foram claramente definidos (Pais et al., 2020).

O mecanismo imunomodulador seria a ocorréncia do transito de probidticos que
produzem substancias antimicrobianas ou que contribuem indiretamente para a modulagdo
imunoldgica ou funcdo da barreira intestinal (Pais et al., 2020). Assim sendo, os probidticos
podem modular a resposta imune do hospedeiro de varias maneiras. Eles podem interagir com
células imunes e podem, também, influenciar na produgdo de citocinas € quimiocinas, além de
modular a produg@o de anticorpos. Com isso, esses efeitos imunomoduladores podem ajudar a
prevenir ou tratar doengas, como doengas inflamatodrias intestinais (Thomas ef al., 2010).

A agdo dos probidticos € muito importante para a saude do hospedeiro, pois atua na
microbiota intestinal, que tem acao no desenvolvimento e regulagdo do sistema imunologico
do hospedeiro (Li et al., 2017).

O que vai influenciar na capacidade de inibicdo das BAL em relagdo as bactérias

patogenas estudadas sera mediada pela modulagdo do trato gastrointestinal. A atuagdo desse
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processo pode envolver a exclusdo competitiva e a liberagdo de substincias antimicrobianas,
tais como acidos organicos, como o acido lactico, que € essencial na reducao do pH intestinal,
criando um ambiente improprio para as bactérias patogénicas, além da liberagao de
bacteriocinas e peptideos (Evangelista et al., 2023).

Portanto, ¢ essencial elaboramos avaliagdes dos potenciais efeitos probiodticos benéficos
de cepas individuais em diferentes condi¢des patologicas, otimizando sua utilizagdo na
producao avicola, elaborando e desenvolvendo formas mais eficazes e de menor impacto para

lidar com os desafios que a existe na produgao.

2.2.1 Bactérias acido lacticas (BAL)

A eficécia dos probidticos ¢ dependente da cepa especifica e da dosagem. Nao sdo todos
0s probiodticos que proporcionam os mesmos beneficios, e a escolha da cepa correta e da
quantidade adequada ¢ crucial (Jager et al., 2019). As bactérias acido lacticas (BAL), que
englobam as bactérias Lactobacillus, Lactococcus, entre outras, produzem substancia
antimicrobianas, como as bacteriocinas, como parte do mecanismo de defesa e sistema imune.

Como parte das BAL estudadas neste trabalho, temos o L. plantarum que ¢ tido como
um dos microrganismos mais encontrados no trato gastrointestinal tanto de humanos quanto de
outros animais. Ele estd envolvido com diversas fungdes para a biologia do corpo, sendo elas:
fermentacdo intestinal de alimentos e produg¢do de metabolitos. Dessa forma, ele aprimora a
funcdo da barreira epitelial e a inibicdo da colonizagdo do patdégeno. Além disso, também
produz substancias antimicrobianas (Coelho-Rocha et al., 2023). Tais substancias conhecidas
como bacteriocinas sdo importantes no mecanismo antimicrobiano gerado pelas bactérias
probidticas, discutidas neste trabalho, no trato gastrointestinal de aves (Darbandi et al., 2022)

O L. acidophilus, que ¢ um probidtico intestinal da familia das bactérias lacticas, foi
inicialmente isolado das fungdes essenciais em diversas areas. Devido a sua notavel capacidade
de resisténcia a acidos e sais biliares, ele apresenta capacidade de que além de sua
sobrevivéncia, a de que seus produtos funcionem com sucesso (Gao et al., 2022). Pesquisas
evidenciam a capacidade do L. acidophilus em inibir patdgenos intestinais, potencializando a
resposta inflamatoria e impedindo a colonizacao desses agentes patogénicos em frangos (Li et
al.,2017).

O L. delbrueckii ¢ do género de bactérias Gram-positivas, anaerobicas facultativas. Ele
possui genes essenciais relacionados a resposta ao estresse acido e biliar e a atividade

antimicrobiana. E uma bactéria probiotica utilizada na industria de laticinios. Como probiotico,
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ele tem capacidade de resistir aos estressores presentes no trato gastrointestinal, auxiliar na
inibi¢do de patogenos e possuir utilizagdo em outras doencgas (de Jesus, 2022).

O L. lactis, assim como o L. delbruekii, ¢ do género de bactérias Gram-positivas. Ele ¢
usado na industria alimenticia para produg¢do de alimentos fermentados, embora exista um
potencial sendo explorado como hospedeiro para a super expressio de proteinas da membrana.
Esse microrganismo probiotico possui diferentes lipidios dentro da membrana e ¢ rico em
glicolipidios e cardiolipina, que sao lipidios ndo presentes nas membranas de E. coli. (Frelet-
Barrand, 2022).

As BAL sdo conhecidas por produzir varias bacteriocinas com caracteristicas ideais para
inativar patogenos, incluindo seu amplo espectro de atividade antimicrobiana, tolerancia ao pH
e ao calor, e natureza ndo toxica, ja que ndo causa efeitos colaterais ao hospedeiro, ou seja, ndo
afetam a microbiota intestinal, diante de sua sensibilidade a proteases digestivas como
complexo pancreatico, proteases dos hospedeiros, tripsina e quimotripsina. E, também, devido
a sua falta de efeitos colaterais que elas sdo potenciais substitutos de antibidticos (Darbandi et
al., 2022).

A substancia de interesse de agdo em resposta a inibi¢ao das bactérias patdgenas sao as
bacteriocinas, que sdo peptideos antimicrobianos sintetizados via ribossomo, o que as diferem
dos antibioticos tradicionais. Elas sdo classificadas em diferentes classes com base em
caracteristicas como tamanho, alvo microbiano, modo de a¢do e mecanismos de liberagdo e
imunidade, sdo secretadas pelas BAL. Sao classificadas em diferentes classes (I, II e III), com
base em caracteristicas como tamanho, alvo microbiano, modo de a¢do e mecanismos de
liberagdo e imunidade. Elas tém a capacidade inibitéria contra organismos intimamente
relacionados, como bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas, geralmente, esta associado ao
processo de formagdo de poros na membrana celular externa de bactérias suscetiveis (Darbandi
etal.,2022).

As bacteriocinas ligam-se a alvos nas paredes celulares de microbios suscetiveis,
interagem com a membrana externa e geram poros. Os ions inorganicos vazam pelos poros,
resultando na morte da célula-alvo. (Svetoch et al, 2010; Hernandez-Gonzalez et al., 2021)
Assim, possuindo alguns outros modos de a¢do, como, por exemplo, impedimento a formacao
da parede celular, penetracao no citoplasma bacteriano e clivagem do DNA ou RNA (Darbandi
et al, 2022; Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria, 2023). As bacteriocinas, que podem
inibir o crescimento de patdgenos intestinais, como Salmonella e E. Coli, por exemplo,
bactérias que foram estudadas nesse trabalho também podem ajudar a manter o equilibrio da

microbiota intestinal. Além disso, as bacteriocinas podem ter efeitos imunomoduladores,
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estimulando a resposta imune do hospedeiro (Thomas ef al, 2010). Entretanto, vale ressaltar
que, o mecanismo especifico de agdo de uma bacteriocina depende de sua estrutura e do tipo de

bactéria que ela atinge. (Hernandez-Gonzalez ef a.l, 2021).

2.2.2 Sacharomyces Boulardi

A Saccharomyces boulardii ¢ uma levedura com propriedades probioticas, destaca-se
como um organismo unicelular com uma funcao crucial no trato gastrointestinal (TGI). Essa
levedura desempenha um papel essencial na coloniza¢ao do TGI e na competi¢do com agentes
patogénicos. O que a diferencia notavelmente é sua resiliéncia diante de condi¢des adversas. A
exposicdo ao acido estomacal, aos agentes gastrointestinais e & acdo dos sais biliares no
intestino delgado ndo a afeta significativamente, garantindo sua sobrevivéncia em comparacao
com os Lactobacillus.

A capacidade da S boulardii de restaurar a microbiota normal € particularmente valiosa
em situagdes em que patdgenos invadem o trato gastrointestinal. Além disso, sua caracteristica
de transitoriedade no trato gastrointestinal a diferencia dos demais probidticos, tornando-a uma
aliada essencial na manutencao da satude e do equilibrio do sistema digestivo. (Pais et al., 2020)

Certas cepas de S. boulardii demonstram a habilidade de produzir niveis significativos
de acido acético, induzindo a diminui¢do do pH, um processo essencial para a atividade
antimicrobiana dos 4cidos organicos. A interacdo sinérgica entre a concentracdo elevada de
acido acético e o pH reduzido pode representar um mecanismo adicional que contribui para a

eficacia probidtica do S. boulardii. (Pais et al., 2020)

2.3. Impacto das bactérias patogénicas para a avicultura

2.3.1. Salmonella

A Salmonella pertencente a familia Enterobacteriaceae, bactérias Gram-negativas,
ganha destaque na comunidade cientifica, sendo um dos principais desafios na producado avicola
por ter carater zoondtico que pode dar origem a infecgdes intestinais com potencial de extensao
para outros sistemas. E uma bactéria que possui duas espécies, Salmonella enterica e
Salmonella bongori, sendo a S. enterica de maior relevancia para a satide ptblica, segundo o

Ministério da Saude. A S. enterica ¢ dividida em seis subespécies e, dentre elas, a subspécie
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enterica possui 0s principais sorovares, como, por exemplo, a Salmonella Enteretidis e
Salmonella Typhimruium (Silva, 2022).

A Salmonella ¢ uma ameaga significativa na produgdo de frangos, com taxas de
prevaléncia de 27% na UE e 15,6% nos EUA. Essas descobertas sublinham o impacto global
da Salmonella na satide animal, na agricultura e nos riscos a saide humana por meio da
transmissdo alimentar. Controlar e reduzir a contaminagdo por Salmonella em animais de
criacdo € crucial para a sustentabilidade econdmica e a protecao da saude publica (Evangelista
etal.,2023).

As infecgdes causadas por essa bactéria podem ter como sintomas febre aguda, natisea,
dor abdominal e diarreia em humanos (Ferrari et al., 2019). Na produgdo, mesmo com
tratamento promovendo redu¢ao na mortalidade de aves infectadas, essas podem vir a ser
reservatorios de grande potencial de disseminacdo do patdégeno no plantel (Costa, 2020).
Segundo dados da European Food Safety Authority (Autoridade Europeia para a Seguranca
Alimentar, 2019) e do Center for Diseases Control and Prevention (Centro de Controle e
Prevengao de Doengas, 2017), S. Enteritidis foi o sorovar mais detectado em humanos nos casos
de salmonelose nao tifoide em 2017 (Silva, 2022).

As infec¢des por Salmonella enterica, causadas por seus sorovares Salmonella
Typhimurium e Salmonella Enteritidis, podem infectar mais de um tipo de animal, além disso,
possuem plasmideos de viruléncia que sdo responsaveis pela disseminagdo sistémica da
infeccdo dos glanglios linfaticos mesentéricos, bago e figado. Sdo conhecidas como
paratifoides, ndo sendo muito patogénicas para as aves, porém, podem sobreviver e ter
mutiplicagdo nas mesmas, ocasionando riscos para os humanos (Bernardo, 2022). Ademais,
Salmonella Heidelberg e Salmonella Typhimurium causam infecgdes como gastroenterite,
naudseas, vomitos e diarréia. (Gut et a.1, 2018).

Uma vez que a Salmonella atinge o intestino de aves jovens, ela adere e coloniza
especialmente as células epiteliais do ceco e do segmento ileocecal, de onde produzirda uma
excrecao fecal persistente por até seis (6) meses. Alguns sorotipos, como S. Enteritidis, sao
patogénicos o suficiente para atravessar as células do intestino, atingindo a corrente sanguinea.
A bacteremia permite a infec¢ao de muitos outros 6rgaos e tecidos, principalmente, figado, baco
€ 0ss0s. Muitas cepas também té€m a capacidade de se alojar e se multiplicar dentro dos 6rgaos,

evitando assim serem eliminadas pelo sistema imunologico da ave (Bernardo, 2022).
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2.3.2. Clostridium

O Clostridium ¢ um genéro de bactérias Gram-positivas, anaerobica, formadora de
endosporos, que estao localizados no interiror da célular. Esporos sao formas latentes da célula
com maior resisténcia fisica. Uma das formas de sobrevivéncia dessa bactéria ¢ a formacao de
esporos, quando em um ambiente extremo, garantindo sua sobrevivéncia (Shen et al., 2019).

Em aves, entre outros animais ¢ humanos, o Clostridium perfringerns é o causador
responsavel da efermidade enterite necrdtica. A efermidade ocorre princiaplmente em pintos de
corte entre duas (2) e seis (6) semanas de idade (Abd El-hack et al, 2022). Ela ¢ caracterizada
como uma enterotoxemia aguda, cuja causa ¢ dada pela produgdo de toxinas feita pela bactéria
em questdo. A liberacdo dessas toxinas no trato intestinal ocasiona lesdes ulcerativas e nerocse
focal a confluente da mucosa (Ribas, 2020). A infec¢do causada por essa bactéria danifica a

mucosa intestinal e perturba a homeostase da microbiota intestinal dos frangos (Li et al., 2017).

2.3.3. Campylobacter

Campylobacter ¢ um género de bactérias Gram-negativas, que vivem normalmente
COmo Organismos comensais, ou seja, reservatorios, no trato gastro intestinal de varias aves e
mamiferos domésticos e selvagens. Tem grande potencial na causa de diversas infec¢des
bacterianas de origem alimentar, sendo a causa mais comum para gastroenterite humana
(campilobacteriose), com maior incidéncia da espécie Campylobacter jejuni. Sua infeccdo em
humanos estd mais frequentemente relacionada ao consumo e manuseio de produtos carneos de
aves positivas para a bactéria (Bolton, 2015; Gloanec, 2023).

Em aves, a infeccdo por Campylobacter pode induzir diversos sintomas, incluindo
diarreia, reducdo nas taxas de crescimento e diminuicdo na producdo de ovos. No entanto, a
deteccdo e o controle da propagacdo do patdogeno sdo desafiadores, uma vez que muitas aves
infectadas com Campylobacter podem ser assintomaticas. Em seres humanos, a infec¢do por
Campylobacter pode resultar em gastroenterite, evidenciada por sintomas como diarreia, dor
abdominal e febre. Em casos raros, essa infeccdo pode desencadear complicagdes mais sérias,
como a sindrome de Guillain-Barré, que pode levar a paralisia (Svetoch; Stern, 2010). Segundo
0 Ministério da Saude (2023), a sindrome de Guillain Barré ¢ um disturbio autoimune grave,
acometido pela ingestdo de alimentos contaminados, sendo um deles a carne de frango,

contaminado pela Campylobacter jejuni. Entre os sintomas mais comum estd a diarréia.
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2.3.4. Escherichia coli patogénica aviaria (APEC)

A EXPEC (Escherichia coli Patogénica Extraintestinal) ¢ um subgrupo de E. coli, que
tem a capacidade de causar infec¢des fora do trato gastrointestinal, isso quer dizer que essa
bactéria pode causar infecgdes em partes do corpo como o sistema urindario, sangue € 6rgaos. A
APEC (Escherichia coli Patogénica Aviaria) ¢ um subtdpico da EXPEC que € especificamente
associado a aves. Ela ¢ o agente causados da colibacilose em aves, sendo assim, os sintomas
em aves incluem inflamag¢do dos sacos aereos, pericardite, perihepatite, celulite, onfalite,
coligranuloma e infecg¢des sistémicas (Thomrongsuennakij ef al., 2021; Kathayat et al, 2021).

A APEC ¢ uma doenca que pode causar perdas significativas na avicultura. A infec¢ao
por essa bactéria resulta numa elevada taxa de mortalidade, ou até mesmo gastos para tratar
aves doentes. Portanto, a APEC gera um pesado fardo econdmico para a industria avicola (Li

etal., 2021).

3 METODOLOGIA

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Doengas Infectocontagiosas (LADOC)
da Universidade Federal de Uberlandia. Foi realizada a anélise in vitro de cinco (5) cepas

probidticas, pra inibicao de 10 isolados patogénicos.

3.1. Espécies de microrganismos probioticos utilizadas

Foram utilizadas as seguintes cepas probidticas: Saccharomyces boulardii (cepa ainda
ndo nomeada), Lactobacillus delbrueckii CNRZ 327, Lactococcus lactis subsp. lactis
UNICLON LLLO1, Lactiplantibacillus plantarum UNICLON LP09 e Lacticaseibacillus
acidophilus UNICLON LAO1. Os microrganismos que compdem as formula¢des foram
recebidos liofilizados e a hidratagdo das cepas foi realizada no momento da realizagdo dos
testes. Foi utilizado também um bl/end de todos os microrganismos probidticos em uma mesma

solucao.

3.2. Cepas patogénicas utilizadas

As bactérias patogénicas testadas foram Salmonella Heidelberg (SH), Salmonella

Enteritidis (SE), Salmonella Typhimurium (ST), Salmonella Minnesota (SM), Salmonella
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Infantis (SI), Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC), Campylobacter jejuni (CJ),
Clostridium perfringens (CP). Todas as cepas de Salmonella foram isoladas de frango de corte,
as cepas de APEC (cepa 1) Grupo B2 ST131 isoladas de humano, menos patogénica que a
ST73, mas ¢ multiresistente ¢ APEC (cepa 2) Grupo G ST117 sorogrupo O53, gentilmente
doadas pela profa. Dra. Terezinha Knobl da Universidade de Sdo Paulo. E as cepa de C.
Perfringens produtora de toxina o isoladas frango de corte com sintomatologia clinica,
gentilmente doado por Rodrigo Otédvio Silveira Silva da Universidade Federal de Minas Gerais

(UFMGQG). Foi utilizada a cepa de Campylobacter jejuni IAL isolada de humano.

3.3. Formacio dos spots de probioticos

Para crescimento dos microrganismos probioticos, utilizou-se placas de Petri contendo
agar Man, Rogosa & Sharpe (MRS) (Neogen®) para LD, LP e LA e 4gar M17 (Biolog®) para
LL. Em seguida, incubadas a 36°C em microaerofilia por 24 horas. O probidtico SB foi
inoculado em agar nutriente (Neogen®) e incubado a 33°C por 24 horas.

No dia seguinte, foi feita uma solucdo de cada probidtico adicionando-se uma coldnia
dos microrganismos a ser testado em 5 mL de solu¢ao salina e homogeneizando com auxilio de
um vortex para se obter uma concentragio de aproximadamente 10 UFC/mL, utilizando a
escala de Mc Farland como padrao de turvagao.

Em seguida, utilizando uma pipeta, 5 pL de cada uma das solug¢des foi depositada
cuidadosamente na superficie do 4agar no centro da placa (spot de cultura bacteriana e/ou
fingica), deixando as placas abertas no fluxo laminar por 10 minutos para a secagem do
inéculo. As placas contendo as bactérias do género LL (inoculado em agar M17) e LD, LP e
LA (inoculados em dgar MRS) foram entdo incubadas a 36°C em microaerofilia por um periodo
de 24 horas em estufa bacterioldgica e as placas contendo SB (inoculado em 4gar AN) foram

incubadas a 33°C por 24 horas também em estufa bacteriologica.

3.4. Inoculacao das cepas patogénicas de Salmonella, APEC e Clostridium

Paralelamente a etapa anterior, as cepas patogénicas do género Salmonella e APEC
foram estriadas em agar nutriente e incubadas a 37°C em estufa bacteriologica por 24 horas. A
bactéria CP foi estriada na placa de dgar modificado SPS (TM MEDIA®) e incubada em

anaerobiose a 37°C em estufa bacteriologica por 24 horas.
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No dia seguinte, os spots das cepas probidticas foram inativados com cloroférmio para
inativar os microrganismos probidticos e avaliar a producdo de substancias capazes de inibir o
crescimento da bactéria patogé€nica adjacente (Pereira; Gomez, 2007). Para isso, as placas foram
abertas em capela de fluxo laminar e as colonias foram expostas ao vapor de cloroférmio
(Synth®), pela adicao de 1 mL do mesmo em papel filtro na tampa da placa e fechando a mesma
por 30 minutos para promover a morte das células. Em seguida, as placas foram abertas, ainda
no fluxo, por mais 30 minutos, para evaporagao do cloroformio residual.

Transcorrido esse tempo, 10ul de uma solugao da bactéria patogénica a concentracao de
aproximadamente 10% UFC foi adicionada a 10 mL de agar a 42°C liquido. O 4gar acrescido da
amostra de bactéria patogénica foi vertido cuidadosamente sobre cada placa contendo as
linhagens de probidticos. As placas inoculadas com Salmonella e APEC foram incubadas em
estufa bacterioldgica a 37°C por 24 horas e as placas inoculadas com CP foram incubadas em

anaerobiose a 37°C por 24horas

3.5. Inoculacao de Campylobacter

A cepa utilizada foi estriada na placa de petri com agar Campy Blood Free Selective
Medium — CCDA (Neogen®) (CCDA) e incubada em microaerofilia durante 48 horas a 40°C.
Ap0s esse periodo, as colonias foram diluidas em caldo Bolton com 1% de extrato de levedura
e 5% de sangue. Dessa dilui¢ao, foram utilizados 100ul misturados em 10ml d4gar CCDA liquido
e inoculados nas placas petri contendo spots de LA, LD, LL, LP e SB. Prontamente, apds isso,

foi incubado em microaerofilia, por 48 horas a 40°C.

3.6. Avaliacio dos resultados

O halo de inibi¢ao formado ao redor dos spots das culturas probioticas foi medido com
o auxilio de uma régua milimetrada medindo o raio em oito (8) diferentes direcdes. O célculo
do didmetro do halo foi realizado ajustando a 6,5 mm de diametro o spot de cultura, que ¢ o
didmetro semelhante a um disco de antibidtico para antibiograma, e a determinagdo da
capacidade antagonista dos isolados foi realizada de acordo com Santos (1984), sendo
considerada como inibi¢do muito forte as zonas acima de 20 mm de didmetro; inibi¢ao forte,
de 15 a 19 mm; moderada, de 11 a 14 mm; fraca, de 9 a 10 mm; e nenhuma inibi¢dao, menor

que 9 mm.
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Todo o trabalho foi realizado em trés repeti¢des por tratamento com a avaliagdo dos
diametros em oito (8) diregdes diferentes, onde foi feito a média das oito (8) direcdes. Ademais,
controle negativo e controles positivos foram inseridos a todo momento da analise além dos
controles com antibidticos.

Foi realizada analise estatistica considerando uma significancia de 0,05, usando o teste
da analise variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. O programa utilizado foi o
GraphPad Prism 10.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito inibitorio do LA, LP e blend foi muito forte para todas as bactérias patogénicas
testadas, sendo superior aos resultados dos demais microrganismos probioticos, com excecao
da inibi¢do do LD sobre SH que apresentou um resultado similar a LA, LP e blend e, também
para CP que apresentou resultado similar ao blend e LA, e superior a LP.

Os resultados de LA e LP foram similares ao do blend exceto do efeito sobre SH em

que o blend apresentou um resultado superior (Tabela 1).

Tabela 1. Média de halo de inibig¢do das bactérias patogénicas pelas bactérias probioticas testadas

LA LP LD LL SB Blend

S. Heidelberg

S. Enteritidis

S. Minessota

S. Infantis

S. Tiphymurium (cepa a)
S. Tiphymurium (cepa b)
APEC (cepa a)

APEC (cepa b)

C. jejuni

C. perfringens

Fonte: Elaboragdo propria.

Fonte: Elaboragéo propria.

LA=Lactobacillus acidophilus, LP=Lactobacillus plantarum, LD=Lactobacillus delbrueckii,
LL=Lactococcus lactis, SB=Saccharomyces boulardii. A cor verde representa inibi¢do muito
forte, a cor amarela representa inibig¢ao forte, a cor laranja representa inibi¢do moderada, a cor
azul representa inibicao fraca e a cor cinza representa auséncia de inibigdo. Letras diferentes na

mesma linha mostram diferenga estatistica.

Infelizmente por um problema no laboratdrio a analise de CJ ndo foi realizada para LA,
mas os resultados de LP mostram uma inibi¢do muito forte similar a LD, mas superior a LL e
SB.

LD apresentou um efeito inibitdrio muito forte para SH, forte para SE, ST, APEC (cepa

b) e CJ sem efeito sobre SM e SI. Embora com resultados de inibigdo muito forte ou forte, em
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nenhum resultado LD foi superior a LL ou SB, com excecdo da inibi¢do sobre SH. LD teve um
efeito de inibicdo muito forte sobre CJ superior a LL e SB.

A LL apresentou efeito forte sobre CP, moderado sobre CJ, fraco sobre SM, SI ¢ APEC (cepa
a) e sem efeito sobre as demais. Os resultados da LL foram similares a LD ou SB em todas as
situacdes exceto o resultado para SH em que LD foi superior. LL apresentou uma inibi¢ao
moderada sobre CJ inferior a LP e LL, mas superior a SB que nao inibiu CJ.

SB nio apresentou efeito inibitorio em nenhuma das cepas testadas. E interessante notar
que a LD apresentou um efeito de inibigdo muito forte para a APEC (cepa a) e forte para APEC
(cepa b), conforme demonstrado na Tabela 1.

Os resultados de LP e LA sobre a inibi¢do de bactérias patogénicas no geral foram
superiores as das outras bactérias (Tabela 1). As bactérias LA e LP podem produzir
bacteriocinas, substancias antimicrobianas que tém a capacidade de matar ou inibir o
crescimento de bactérias patdgenas. As bacteriocinas produzidas por LP sdo varias, como
plantaricina, bacteriocina J23, ST28MS, ST26MS, JW3BZ, JW6BZ, plantaricina C-11,
plantaricina NA, bacteriocina AMA-K, que tem capacidade de inibir bactérias patdgenas tanto
Gram positivas quanto Gram negativas, isso explica o resultado satisfatorio de LP. A
bacteriocina plantaricina JLA-9, produzida por LP, exibe atividade antibacteriana de amplo
espectro contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. (Hernandez-Gonzélez et al., 2021;
Darbandi et al., 2021)

A LA produz bacteriocinas como acidocina CH5 e acidocina D20079. A acidocina CH5
¢ seletiva contra bactérias Gram-positivas, enquanto a acidocina D20079, de baixo peso
molecular, destaca-se pela resisténcia a extremos de pH e calor, mostrando atividade inibitoria
em um espectro mais limitado (Darbandi ef al/, 2022). Outros autores apontam que a
suplementagdo com LA e LP pode reduzir a prevaléncia de patdgenos intestinais, como
Salmonella spp., Escherichia coli e Clostridium perfringens, e melhorar a satide intestinal. No
entanto, a eficacia dessas bactérias probioticas pode variar dependendo da espécie animal, da
dose e da formulagdo utilizada (Hernandez-Gonzélez ef al., 2021)

A LD, também, ¢ capaz de produzir bacteriocinas incluindo delbrucina, acidophilina e
lactacina F. A delbrucina trata-se de uma bacteriocina com amplo espectro de acdo, eficaz
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Darbandi et al., 2022) o que permite a
inibicao de patdogenos in vivo € in vitro apresentado em um estudo para E. coli e S. Typhimurium
(Jesus et al., 2022). Ja no presente trabalho, LD apresentou efeito inibitério muito forte para
SH e forte para SE, ST, APEC (cepa b) e CJ. Contudo, LD niao apresentou efeito inibitorio

sobre SM e SI. Esses resultados mostram que ha bactérias patogénicas que resistem a agao de
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LD. Adicionalmente, LD apresentou um efeito muito forte sobre APEC cepa a e forte para a
APEC cepa b mostrando que a acdo da LD varia dependendo da espécie, sorotipo e cepa
patogénica.

O efeito inibitorio dependente da espécie ou sorotipo probidtico também ocorre com a
LL que apresenta efeito forte sobre CP, moderado sobre CJ e efeito fraco ou sem efeito nas
demais. LL ¢ uma bactéria isolada principalmente do leite e queijo e produz bacteriocinas como
nisina, lacticina 481, lacticina 3147 e lactococina G e pode ter efeito inibitério sobre Gram-
positivas, como Clostridium (Darbandi et al., 2022). Isso pode explicar o resultado de inibi¢ao
muito forte da LL sobre o CP.

Em todos os resultados, se observa a falta de formagao de halo de inibig¢ao de todas as
bactérias patogenas testadas quando se utiliza a SB. Embora nesse trabalho a SB ndo tenha tido
efeito inibitorio sobre bactérias patogénicas, trabalhos in vivo mostram que essa levedura tem
efeito protetor, tornando um ambiente saudavel no trato gastrointestinal, contribuindo para
homeostase da microbiota normal do trato gastrointestinal (Pais et al., 2020).

Trabalhos prévios in vitro para selecionar microrganismos probidticos de acordo com o
objetivo na produ¢do animal sdo muito importantes para diminuir nimero de animais testados,
custos e trabalho. O objetivo de controlar patdgenos é um tema crucial para avicultura ja que
Salmonella, APEC, CJ e CP sdo bactérias que desafiam o setor. Nesse trabalho foi utilizado
diferentes espécies de microrganismos probidticos e foi possivel perceber a melhor acdo de LA,
LP. Porém, o uso de blend pode potencializar a a¢do, dando um resultado mais robusto para
algumas bactérias importantes como a SH.

Os probidticos podem de fato serem usados como um blend. Em alguns estudos, foram
demonstrados a eficacia da utilizagdo da jun¢do dos probiodticos, com apresentacdo de um
resultado melhor em comparagdo ao controle (Bowen, 2007). A junc¢do de diferentes cepas de
probidticos pode ter efeitos sinérgicos, aumentando a eficdcia na modula¢do da microbiota
intestinal e na resposta imune do hospedeiro. Além disso, a jungdo de diferentes cepas pode
permitir que os probidticos tenham um espectro mais amplo de atividade antimicrobiana,
inibindo o crescimento de uma variedade de patdégenos intestinais. No entanto, ¢ importante
notar que nem todas as combinagdes de cepas probiodticas sdo eficazes, e que a eficacia dos
probioticos pode depender da dose entre outros fatores (Thomas et al., 2010).

Para exemplificar, um centro de estudo destaca os beneficios da combinacdo de
leveduras e bactérias, ressaltando a interagdo e a¢do conjunta entre esses microrganismos. Suas
funcdes complementares envolvem a levedura, vinculando-se a bactérias oportunistas e

estabelecendo comunicagdo com células epiteliais e a microflora intestinal. Enquanto isso, as
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bactérias exercem efeito por meio da produgdo de metabolitos e competem com bactérias
externas pela adesdo as células epiteliais e nutrientes. Ambos, leveduras e bactérias, tém a
capacidade de estimular e modular o sistema imunoldgico, fortalecendo as defesas do
organismo (Maillet, 2023). Portanto, a utilizagdo de um blend tem um importante papel da

criacdo de ambiéncia e forga aos demais probioticos (Pais et al., 2020; Salman et al., 2023).
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5 CONCLUSAO

A acdo dos probidticos sobre a inibigdo de patdogenos importantes na avicultura pode ser
espécies, sorotiopo e cepa patogenica dependente Os probidticos testados demonstraram
eficacia na inibicdo de cepas patogé€nicas de interesse para a avicultura sendo os resultados
gerais de LA, LP e o blend com efeito inibitério melhor que LD, LL e SB, embora, LD tenha
um o6timo efeito sobre SH e CP.

Contudo, apesar dos progressos alcangados, a pesquisa também aponta para a
necessidade de estudos adicionais, especialmente no que diz respeito as bacteriocinas, visando

uma detec¢ao mais especifica.
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