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To evaluate the effect of probiotics on the immune response of broiler chickens chal-
lenged with Salmonella Minnesota (SM), 60 chickens were divided into three groups: CN
- Birds that were not inoculated with SM (negative control), CP - birds inoculated with SM
(positive control) and Probiotic- birds supplemented with probiotic consisting of Lactoba-
cillus acidophilus, L. plantarium, L. rhamnosus, L. bulgaricus, Enterococcus faecium, Strepto-
coccus thermophilus and Bifidobacterium bifidum in diet and inoculated with SM. At 14 days
the birds were challenged with SM, and at 7 and 35 days were quantified goblet cells, CD4 +
and CD8 + intestinal mucosa of the ileum and cecum. Birds supplemented with probiotics,
at 7 days of age showed a significant increase (P<0.05) of goblet cells in the ileum and CD4
+and CD8 + cells in the cecum. At 35 days there were significant (P<0.05) of CD8 + cells in
birds inoculated on CN and Probiotic. The use of probiotics provided a significant reduction
(P<0.05) of Salmonella sp. counts.

INDEX TERMS: Probiotics, Enterococcus, immunity, lymphocytes, Lactobacillus, Salmonella Minnesota.

RESUMO.- Para avaliar o efeito do probidtico sobre a res-
posta imunolégica de frangos de corte desafiados com Sal-
monella Minnesota (SM), 60 frangos foram divididos em trés
grupos: CN- (controle negativo) aves que ndo foram inocula-
das com SM, CP- (controle positivo) aves inoculadas com SM
e Probidtico- aves suplementadas na racdo com probidtico
composto de Lactobacillus acidophilus, L. plantarium, L. rha-
mnosus, L. bulgaricus, Enterococcus faecium, Streptococcus
thermophilus e Bifidobacterium bifidum e desafiadas com SM.
Aos 14 dias foi realizada a inoculagdo com SM e aos 7 e 35
dias foram quantificadas células caliciformes, CD4+ e CD8+
na mucosa intestinal do ileo e ceco. Aves suplementadas com
probidticos aos 7 dias de idade apresentaram aumento sig-
nificativo (P<0,05) de células caliciformes e CD4+ no ileo e
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de células CD8+ no ceco. Aos 35 dias houve aumento signifi-
cativo (P<0,05) das células CD8+ nas aves inoculadas do CN
e Probidtico. A utilizacdo de probioticos proporcionou redu-
¢do significativa (P<0,05) da contagem de Salmonella sp.

TERMOS DE INDEXACAO: Probiéticos, Enterococcus, imunidade,
linfocitos, Lactobacillus, Salmonella Minnesota.

INTRODUCAO

0 intenso controle da ocorréncia e disseminacdo de micror-
ganismos patogénicos como bactérias do género Salmonella
é fundamental para garantir a seguranca dos produtos de
origem avicola. No que se refere a Salmonella, os sorovares
Enteritidis e Typhimurium sdo os mais frequentemente re-
lacionados a doengas em animais e seres humanos, porém
existe crescente preocupagdo com outros sorotipos como
Heidelberg, Senftenberg, Infantis e Minnesota. Estudo re-
cente de Voss-Rech et al. (2011) em amostras provenientes
de aviarios de frangos de corte do Brasil entre 2009 e 2010
encontrou 20 sorovares, sendo Minnesota o de maior pre-
valéncia, representando 37,93% das amostras.
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A aplicagdo de praticas de biosseguridade é a maneira
mais importante de prevenir Salmonella nos plantéis, as-
sociada a outras ferramentas como probidticos, prebioti-
cos, extratos de plantas entre outras. De maneira especial,
o0 mecanismo de acdo de probidticos sobre o controle das
salmoneloses refere-se a exclusdo competitiva (Nurmi &
Rantalla 1973, Borchers et al. 2009) e imunomodulacio as-
sociada a melhora da integridade na barreira epitelial e na
resposta imunoldgica celular e humoral (Lee et al. 2010).

De fato a colonizagdo bacteriana do trato gastrintestinal
tem sido descrita como crucial para o desenvolvimento do
sistema imunolégico de mucosas e do circuito imuno regu-
latério sistémico (Isolauri et al. 2001). Os componentes da
parede celular de bactérias como peptidoglicanos e glico-
polissacarideos tem importante papel na ativagio inicial
do sistema imune. Além disso, a microbiota intestinal esta
implicada na manutenc¢do da tolerancia imunolégica, pois
a presenca destas bactérias é necessaria para manter a hi-
poresponsividade contra antigenos na mucosa (Gaboriau-
-Routhiau & Moreau 1996).

Considerando os potenciais efeitos benéficos dos probi-
oticos sobre o controle de Salmonella sp. e sua interferéncia
na resposta imune das aves, este trabalho teve como ob-
jetivo avaliar a resposta imune celular de frangos de corte
alimentados com dietas suplementadas com probiotico e
desafiados com Salmonella Minnesota (SM).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 60 frangos de corte Cobb® de um dia de idade,
distribuidos em um delineamento experimental inteiramente ca-
sualizado. Ao primeiro dia as aves foram individualmente pesadas
e distribuidas em grupos de 20 aves cada, sendo cada ave uma
repeticdo. Os grupos foram alojados em trés salas experimentais
com isolamento e localizados lado a lado, com pressao negativa
e piso coberto com maravalha esterilizada, onde foram mantidas
condi¢des ambientais de conforto térmico para as aves durante
todo o periodo experimental. Foi realizado teste de esterilidade
nas salas e cama antes do inicio do experimento.

As aves receberam agua e ragdo peletizada ad libitum, sendo a
dieta formulada com niveis iguais ou superiores aos recomenda-
dos pelo NRC (1994). Os animais foram divididos em trés grupos:
Controle negativo (CN) - alimentado com dieta basal ndo inocula-
do com SM; Controle positivo (CP) - alimentado com dieta basal
e inoculados com SM e Probidtico - alimentado com dieta basal
adicionada de probidtico (Protexin™ concentrate) e inoculados
com SM. O produto probidtico utilizado era composto de Lactoba-
cillus acidophilus 2,06x10® UFC/g, L. plantarium 1,26x108 UFC/g,
L. rhamnosus 2,06x10% UFC/g, L. bulgaricus 2,06x10® UFC/g, En-
terococcus faecium 6,46x108 UFC/g, Streptococcus thermophilus
4,10x108 UFC/g e Bifidobacterium bifidum 2,00x108 UFC/g e dex-
trose (96,66%), sendo incorporado a ragdo na dose 150g/T con-
forme recomendagdes do fabricante. Apds a peletizacao a analise
de recuperagdo microbioldgica da ragdo manteve-se dentro dos
niveis de garantia do produto.

Na chegada dos animais foi realizada analise de presenca/au-
séncia de Salmonella sp. em amostras de figado e ceco de cinco
aves. Aos 14 dias de idade os animais dos grupos Controle positi-
vo e Probiético foram inoculados por via oral com 1mL de solugao
de SM (108 UFC/mL). Foram coletados suabes de cloaca 48h pos-
-inoculagdo, amostras de papo e ceco aos sete e 35 dias e amostras
de cama aos 21 e 35 dias para contagem de Salmonella sp.
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Para a contagem de coldnias tipicas de Salmonella sp. as amos-
tras foram diluidas em agua peptonada 2% na proporgao de 1:9.
Uma fracdo de 1mL desta solucdo foi adicionada em 9 mL de dgua
peptonada 0,1% e assim sucessivamente até a dilui¢do 107. Pos-
teriormente, 100uL. de cada dilui¢do foram plaqueados em du-
plicata em meio XLD. As placas foram incubadas a 35°C por 24h
para posterior contagem. A solugio inicial de agua peptonada 2%
foi incubada a 35°C por 24h e para as amostras que resultaram
em valor nulo na andlise quantitativa, 100uL desta solu¢do ini-
cial foram adicionados em 10mL de caldo Rappaport-Vassiliadis
e incubados a 42°C por 24h para confirmagdo de negatividade/
positividade das amostras. Os resultados das contagens de colo-
nias foram expressos conforme os Procedimentos de Contagem
de Coldnia de acordo com a Normativa n? 62 publicada em 26 de
agosto de 2003 (Brasil 2003).

Aos 35 dias foram coletados fragmentos de ileo e ceco. A quan-
tificagdo de células caliciformes foi realizada em fragmentos fixa-
dos em formol tamponado 10%, evidenciadas pela coloragdo de
HE com Alcian Blue. As andlises de imunistoquimica para quan-
tificacdo de células CD4+ e CD8+ foram realizadas em fragmen-
tos congelados em nitrogénio liquido. A quantificacdo de células
caliciformes, CD4+ e CD8+ do epitélio intestinal foi realizada em
microscopia éptica (Olympus America Inc., NY, USA), sendo ana-
lisados campos com ampliacdo de 100x (adaptado de Lourengo,
2011).

Os resultados das contagens de colonias de Salmonella sp. fo-
ram transformadas em Log 10 para andlise estatistica paramétri-
ca. Estes dados, bem como os resultados da contagem de células
caliciformes, CD4+ e CD8+ foram submetidos a ANOVA seguida de
teste de Fischer PLSD a 5% de probabilidade.

Toda metodologia de estudo foi avaliada e aprovada pelo Co-
mité de Etica em experimentagio animal do Setor de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal do Parand com Protocolo n°
034/2011.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de figado e ceco coletadas no primeiro dia e
0s papos e cecos coletados aos 7 dias foram negativas para
analise de Salmonella sp. Os resultados da analise realizada
em suabes de cloaca 48h pds-inoculagio (PI) estdo expres-
sos no Quadro 1 onde se observa que o grupo Probidtico
apresentou reducdo significativa (P<0.05) no isolamento
de Salmonella sp.

Quadrol. Contagem de coldnias de

Salmonella sp. (log, ) em suabes de

cloaca de frangos de corte 48 horas
PI nos diferentes grupos

Grupos Salmonella sp. UFC/mL
CN 0,00+0,00°
CP 3,95+2,24*
Probiético 1,45+1,62°
Valor de P 0,002

Médias (+ desvio padrdo da média) seguidas de
letras distintas na coluna diferem pelo teste de
Fischer PLSD a 5% de probabilidade.

As contagens de Salmonella sp. em papo e ceco aos 35
dias (Quadro 2) demonstram que aves alimentadas com
o probiodtico apresentaram reducdo significativa no iso-
lamento de Salmonella sp. no ceco (46,27%), mas ndo no
papo, quando comparado ao controle positivo. O ceco é
conhecido por abrigar diversos componentes da micro-
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Quadro 2. Contagem de coldnias de Salmonella sp.(log, ) em
papo e ceco de frangos de corte aos 35 dias nos
diferentes grupos

Grupos Salmonella sp. UFC/g Salmonella sp. UFC/g
Papo Ceco
CN 0,00+0,00? 0,00+0,00*
CP 0,87+0,50° 4,30+4,28¢
Probiético 0,73+0,74° 2,31+1,61°
Valor de P 0,025 0,001

Médias (+ desvio padrdo da média) seguidas de letras distintas na coluna
diferem pelo teste de Fischer PLSD a 5% de probabilidade.

biota intestinal, sendo também a porgao intestinal mais
frequentemente colonizada por Salmonella (Fanelli et al.
1971), por possuir condigdes fisico-quimicas relativamen-
te constantes e abundante suprimento de nutrientes de
fontes enddgena e exdgena (Revolledo et al. 2006). Higgins
et al. (2007) utilizando cepas de bactérias acido-laticas
frente aos sorovares Enteritidis e Typhimurim encontra-
ram diferencas na reducdo cecal destes microrganismos
com variagdes aproximadas de 65 a 92% respectivamente,
porém os sorovares de Salmonella e a dose de inoculagao
utilizada foram em menor concentragdo (10* UFC/ml) do
que a utilizada no presente estudo. Em estudo comparativo
entre um composto de cepas probioticas e cepas puras de
Lactobacillus sp., Higgins et al. (2010) também encontrou
diferencas na porcentagem de isolamento de Salmonella
Enteritidis (10* UFC/ml), demonstrando que este fator

Quadro 3. Contagem de colonias de Salmonella sp. (log, ) na
cama aos 21 e 35 dias nos diferentes grupos

Grupos Salmonella sp. UFC/g Salmonella sp. UFC/g
21 dias 35 dias

CN 0,00+0,00* 0,000,007

CpP 4,30+0,07¢ 3,60+0,22¢
Probiético 2,90+ 1,30° 2,85£0,56°
Valor de P 0,001 0,001

Médias (+ desvio padrdo da média) seguidas de letras distintas na coluna
diferem pelo teste de Fischer PLSD a 5% de probabilidade.

também pode interferir nos resultados encontrados neste
estudo. O resultado do isolamento de Salmonella na cama
das aves (Quadro 3) foi altamente relacionado com os re-
sultados obtidos no ceco, ou seja, aves do grupo que consu-
miu probiodtico na dieta apresentaram reducdo também na
expressdo destas bactérias na cama quando comparado ao
grupo inoculado que ndo consumiu probidtico.

Aos 7 dias as aves do grupo Probiético apresentaram
maior expressao de células caliciformes e CD4+ na mucosa
de ileo e ceco. No ceco observou-se ainda aumento de célu-
las CD8+ (Quadro 4). Varios estudos também demonstram
que a presenca de bactérias probiéticas no trato intestinal
das aves pode aumentar a expressdo de células CD4+ e
CD8+ na mucosa intestinal (Lillehoj & Chung 1992, Noujain
etal. 2008, Mouni et al. 2009, Lee et al. 2010). De fato, o re-
conhecimento de estruturas da parede celular de bactérias
pode induzir o estimulo sobre a imunidade inata que induz
o aparecimento de células CD4+ e aparecimento de imuni-
dade especifica. O ambiente cecal é o ambiente ideal para a
colonizacao de muitos microrganismos, como por exemplo,
Bifidobacterium bifidum, que tem efeito sobre a expressao
de células CD8+ (Gabriel et al., 2006). Antes mesmo disso,
a presenca de bactérias probioticas pode estimular a pro-
liferacdo de células produtoras de muco que também sdo
importantes para manter a integridade da mucosa e a bar-
reira contra patdgenos na mucosa intestinal (Chichlowski
etal. 2007).

Nas andlises histoldgicas realizadas aos 35 dias no ileo e
ceco das aves, ap6s desafio microbiolégico (Quadro 5), ndo
houve diferenca na expressao de células caliciformes e CD4+
entre os tratamentos. Entretanto, aves desafiadas com SM,
alimentadas ou ndo com probidticos, apresentaram nimero
significativamente maior de células CD8+ quando compara-
das ao Controle negativo. Segundo Arstila et al. (1994), as
células T CD4+ estdo envolvidas com a ativagdo de macro-
fagos e a modulagdo da resposta imune, enquanto que célu-
las T CD8+ desempenham func¢des relacionadas com a eli-
minagdo do antigeno (Zou et al. 2006). Asheg et al. (2002)

Quadro 4. Contagem de células caliciformes, CD4+ e CD8+ por campo em ileo e
ceco de frangos de corte aos 7 dias (aumento de 100x)

Grupos fleo Ceco
Caliciformes CD4+ CD8+ Caliciformes CD4+ CD8+
CN 41,40+8,43> 4,30+3,71* 7,90+2,33 10,30+2,34*> 8,30+3,30° 10,30+4,05"
Probidtico 49,35+6,05° 9,40+4,45* 6,60+4,70 14,50+2,63* 19,90+3,54* 15,20+3,15°
Valor de P 0,001 0,012 0,401 0,001 0,001 0,007

Médias (+ desvio padrdo da média) seguidas de letras distintas na coluna diferem pelo teste de

Fischer PLSD a 5% de probabilidade.

Quadro 5. Contagem de células caliciformes, CD4+ e CD8+ por campo em ileo e
ceco de frangos de corte aos 35 dias (aumento de 100x)

Grupos fleo

Ceco

Caliciformes CD4+

CD8+

Caliciformes CD4+ CD8+

CN 64,50+14,95
CP 60,95+12,76
Probiotico 58,35+16,69

Valor de P 0,432 0,958

16,20+6,50 6,90+4,80°
15,50£5,60 11,40+6,35°
15,70+4,30 13,30+2,83°
0,020

10,85+6,09

13,70£5,36

11,90+4,41
0,240

19,60+6,09 11,50+3,56°

23,7048,35 21,90+5,68*

24,60+4,83 22,40%6,20°
0,214 0,001

Médias (* desvio padrdo da média) seguidas de letras distintas na coluna diferem pelo teste de

Fischer PLSD a 5% de probabilidade.
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verificaram aumento de células CD4+ e CD8+ no ceco de
aves de 1 dia desafiadas com SE. Estudo de Noujain et al.
(2008) verificou aumento de células CD8+ no intestino de
aves tratadas com Lactobacillus spp. e microflora cecal, de-
safiadas com SE, quando comparadas ao Controle negativo.
Em nosso estudo o aumento da expressdo de células CD8+
neste periodo pode estar relacionado tanto a presenca de
probidticos quanto a presenca de salmonela, entretanto o
menor isolamento de SM de aves alimentadas com probidti-
cos sugere que sua utilizacdo é conveniente para auxiliar no
controle de Salmonella em planteis avicolas.

CONCLUSAO

A utilizacdo de bactérias probioticas, como Lactobacillus
acidophilus, L. plantarium, L. rhamnosus, L. bulgaricus, En-
terococcus faecium, Streptococcus thermophilus e Bifido-
bacterium bifidum, na dieta de frangos de corte aumenta a
expressao de células caliciformes, CD4+ e CD8+ na mucosa
intestinal das aves e reduz o isolamento de Salmonella sp.
no ceco das aves ap6s desafio microbiolégico.
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