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RESUMO.- Para avaliar o efeito do probiótico sobre a res-
posta imunológica de frangos de corte desafiados com Sal-
monella Minnesota (SM), 60 frangos foram divididos em três 
grupos: CN- (controle negativo) aves que não foram inocula-
das com SM, CP- (controle positivo) aves inoculadas com SM 
e Probiótico- aves suplementadas na ração com probiótico 
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 inoculação com SM e aos 7 e 35 
dias foram quantificadas células caliciformes, CD4+ e CD8+ 
na mucosa intestinal do íleo e ceco. Aves suplementadas com 
probióticos aos 7 dias de idade apresentaram aumento sig-
nificativo (P≤0,05) de células caliciformes e CD4+ no íleo 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 Probiótico. A utilização de probióticos proporcionou redu-
ção significativa (P≤0,05) da contagem de Salmonella sp.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Probióticos, Enterococcus, imunidade, 
linfócitos, Lactobacillus, Salmonella Minnesota.

INTRODUÇÃO
O intenso controle da ocorrência e disseminação de micror-
ganismos patogênicos como bactérias do gênero Salmonella 
é fundamental para garantir a segurança dos produtos de 
origem avícola. No que se refere a Salmonella, os sorovares 
Enteritidis e Typhimurium são os mais frequentemente re-
lacionados a doenças em animais e seres humanos, porém 
existe crescente preocupação com outros sorotipos como 
Heidelberg, Senftenberg, Infantis e Minnesota. Estudo re-
cente de Voss-Rech et al. (2011) em amostras provenientes 
de aviários de frangos de corte do Brasil entre 2009 e 2010 
encontrou 20 sorovares, sendo Minnesota o de maior pre-
valência, representando 37,93% das amostras.
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A aplicação de práticas de biosseguridade é a maneira 
mais importante de prevenir Salmonella nos plantéis, as-
sociada a outras ferramentas como probióticos, prebióti-
cos, extratos de plantas entre outras. De maneira especial, 
o mecanismo de ação de probióticos sobre o controle das 
salmoneloses refere-se à exclusão competitiva (Nurmi & 
Rantalla 1973, Borchers et al. 2009) e imunomodulação as-
sociada à melhora da integridade na barreira epitelial e na 
resposta imunológica celular e humoral (Lee et al. 2010).

De fato a colonização bacteriana do trato gastrintestinal 
tem sido descrita como crucial para o desenvolvimento do 
sistema imunológico de mucosas e do circuito imuno regu-
latório sistêmico (Isolauri et al. 2001). Os componentes da 
parede celular de bactérias como peptidoglicanos e glico-
polissacarídeos tem importante papel na ativação inicial 
do sistema imune. Além disso, a microbiota intestinal esta 
implicada na manutenção da tolerância imunológica, pois 
a presença destas bactérias é necessária para manter a hi-
poresponsividade contra antígenos na mucosa (Gaboriau-
-Routhiau & Moreau 1996).

Considerando os potenciais efeitos benéficos dos probi-
óticos sobre o controle de Salmonella sp. e sua interferência 
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 probiótico e 
desafiados com Salmonella Minnesota (SM).

MATERIAL E MÉTODOS
Foram utilizados 60 frangos de corte Cobb® de um dia de idade, 
distribuídos em um delineamento experimental inteiramente ca-
sualizado. Ao primeiro dia as aves foram individualmente pesadas 
e distribuídas em grupos de 20 aves cada, sendo cada ave uma 
repetição. Os grupos foram alojados em três salas experimentais 
com isolamento e localizados lado a lado, com pressão negativa 
e piso coberto com maravalha esterilizada, onde foram mantidas 
condições ambientais de conforto térmico para as aves durante 
todo o período experimental. Foi realizado teste de esterilidade 
nas salas e cama antes do inicio do experimento.

As aves receberam água e ração peletizada ad libitum, sendo a 
dieta formulada com níveis iguais ou superiores aos recomenda-
dos pelo NRC (1994).  Os animais foram divididos em três grupos: 
Controle negativo (CN) - alimentado com dieta basal não inocula-
do com SM; Controle positivo (CP) - alimentado com dieta basal 
e inoculados com SM e Probiótico - alimentado com dieta basal 
adicionada de probiótico (ProtexinTM concentrate) e inoculados 
com SM. O produto probiótico utilizado era composto de Lactoba-
cillus acidophilus 2,06x108 UFC/g, L. plantarium 1,26x108 UFC/g, 
L. rhamnosus 2,06x108 UFC/g, L. bulgaricus 2,06x108 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 à ração na dose 150g/T con-
forme recomendações do fabricante. Após a peletização a análise 
de recuperação microbiológica da ração manteve-se dentro dos 
níveis de garantia do produto.

Na chegada dos animais foi realizada análise de presença/au-
sência de Salmonella sp. em amostras de fígado e ceco de cinco 
aves. Aos 14 dias de idade os animais dos grupos Controle positi-
vo e Probiótico foram inoculados por via oral com 1mL de solução 
de SM (108 UFC/mL). Foram coletados suabes de cloaca 48h pós-
-inoculação, amostras de papo e ceco aos sete e 35 dias e amostras 
de cama aos 21 e 35 dias para contagem de Salmonella sp.

Para a contagem de colônias típicas de Salmonella sp. as amos-
tras foram diluídas em água peptonada 2% na proporção de 1:9. 
Uma fração de 1mL desta solução foi adicionada em 9 mL de água 
peptonada 0,1% e assim sucessivamente até a diluição 10-3. Pos-
teriormente, 100μL de cada diluição foram plaqueados em du-
plicata em meio XLD. As placas foram incubadas a 35°C por 24h 
para posterior contagem. A solução inicial de água peptonada 2% 
foi incubada a 35°C por 24h e para as amostras que resultaram 
em valor nulo na análise quantitativa, 100μL desta solução ini-
cial foram adicionados em 10mL de caldo Rappaport-Vassiliadis 
e incubados a 42°C por 24h para confirmação de negatividade/
positividade das amostras. Os resultados das contagens de colô-
nias foram expressos conforme os Procedimentos de Contagem 
de Colônia de acordo com a Normativa nº 62 publicada em 26 de 
agosto de 2003 (Brasil 2003).

Aos 35 dias foram coletados fragmentos de íleo e ceco. A quan-
tificação de células caliciformes foi realizada em fragmentos fixa-
dos em formol tamponado 10%, evidenciadas pela coloração de 
HE com Alcian Blue. As análises de imunistoquimica para quan-
tificação de células CD4+ e CD8+ foram realizadas em fragmen-
tos congelados em nitrogênio líquido. A quantificação de células 
caliciformes, CD4+ e CD8+ do epitélio intestinal foi realizada em 
microscopia óptica (Olympus America Inc., NY, USA), sendo ana-
lisados campos com ampliação de 100x (adaptado de Lourenço, 
2011).

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

Toda metodologia de estudo foi avaliada e aprovada pelo Co-
mitê de Ética em experimentação animal do Setor de Ciências 
Agrárias da Universidade Federal do Paraná com Protocolo no 
034/2011.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
As amostras de fígado e ceco coletadas no primeiro dia e 
os papos e cecos coletados aos 7 dias foram negativas para 
análise de Salmonella sp. Os resultados da análise realizada 
em suabes de cloaca 48h pós-inoculação (PI) estão expres-
sos no Quadro 1 onde se observa que o grupo Probiótico 
apresentou redução significativa (P≤0.05) no isolamento 
de Salmonella sp.

Quadro1. Contagem de colônias de  
Salmonella sp. (log10) em suabes de  
cloaca de frangos de corte 48 horas  

PI nos diferentes grupos

	 Grupos	 Salmonella sp. UFC/mL

	 CN	 0,00±0,00b

	 CP	 3,95±2,24a

	 Probiótico	 1,45±1,62b

	 Valor de P	 0,002

Médias (± desvio padrão 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 probiótico apresentaram redução significativa no iso-
lamento de Salmonella sp. no ceco (46,27%), mas não no 
papo, quando comparado ao controle positivo. O ceco é 
conhecido por abrigar diversos componentes da micro-
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biota intestinal, sendo também a porção intestinal mais 
frequentemente colonizada por Salmonella (Fanelli et al. 
1971), por possuir condições físico-químicas relativamen-
te constantes e abundante suprimento de nutrientes de 
fontes endógena e exógena (Revolledo et al. 2006). Higgins 
et al. (2007) utilizando cepas de bactérias ácido-láticas 
frente aos sorovares Enteritidis e Typhimurim encontra-
ram diferenças na redução cecal destes microrganismos 
com variações aproximadas de 65 a 92% respectivamente, 
porém os sorovares de Salmonella e a dose de inoculação 
utilizada foram em menor concentração (104 UFC/ml) do 
que a utilizada no presente estudo. Em estudo comparativo 
entre um composto de cepas probióticas e cepas puras de 
Lactobacillus sp., Higgins et al. (2010) também encontrou 
diferenças na porcentagem de isolamento de Salmonella 
Enteritidis (104 UFC/ml), demonstrando que este fator 

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 probiótico na dieta apresentaram redução também na 
expressão destas bactérias na cama quando comparado ao 
grupo inoculado que não consumiu probiótico.

Aos 7 dias as aves do grupo Probiótico apresentaram 
maior expressão de células caliciformes e CD4+ na mucosa 
de íleo e ceco. No ceco observou-se ainda aumento de célu-
las CD8+ (Quadro 4). Vários estudos também demonstram 
que a presença de bactérias probióticas no trato intestinal 
das aves pode aumentar a expressão de células CD4+ e 
CD8+ na mucosa intestinal (Lillehoj & Chung 1992, Noujain 
et al. 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 específica. O ambiente cecal é o ambiente ideal para a 
colonização de muitos microrganismos, como por exemplo, 
Bifidobacterium bifidum, que tem efeito sobre a expressão 
de células CD8+ (Gabriel et al., 2006). Antes mesmo disso, 
a presença de bactérias probióticas pode estimular a pro-
liferação de células produtoras de muco que também são 
importantes para manter a integridade da mucosa e a bar-
reira contra patógenos na mucosa intestinal (Chichlowski 
et al. 2007).

Nas análises histológicas realizadas aos 35 dias no íleo e 
ceco das aves, após desafio microbiológico (Quadro 5), não 
houve diferença na expressão de células caliciformes e CD4+ 
entre os tratamentos. Entretanto, aves desafiadas com SM, 
alimentadas ou não com probióticos, apresentaram número 
significativamente maior de células CD8+ quando compara-
das ao Controle negativo. Segundo Arstila et al. (1994), as 
células T CD4+ estão envolvidas com a ativação de macró-
fagos e a modulação da resposta imune, enquanto que célu-
las T CD8+ desempenham funções relacionadas com a eli-
minação do antígeno (Zou et al. 2006). Asheg et al. (2002) 

Quadro 2. Contagem de colônias de Salmonella sp.(log10) 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±0,00a	 0,00±0,00a

	 CP	 0,87±0,50b	 4,30±4,28c

	 Probiótico	 0,73±0,74b	 2,31±1,61b

	 Valor de P	 0,025	 0,001

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

Quadro 3. Contagem de colônias de Salmonella sp. (log10) 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±0,00a	 0,00±0,00a

	 CP			  4,30±0,07c	 3,60±0,22c

	 Probiótico	 2,90± 1,30b	 2,85±0,56b

	 Valor de P	 0,001	 0,001

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

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

	 Grupos	 Íleo	 Ceco
		  Caliciformes	 CD4+	 CD8+	 Caliciformes	 CD4+	 CD8+

	 CN	 41,40±8,43b	 4,30±3,71b	 7,90±2,33	 10,30±2,34b	 8,30±3,30b	 10,30±4,05b

	 Probiótico	 49,35±6,05a	 9,40±4,45a	 6,60±4,70	 14,50±2,63a	 19,90±3,54a	 15,20±3,15a

	 Valor de P	 0,001	 0,012	 0,401	 0,001	 0,001	 0,007

Médias (± desvio padrão 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 íleo e 
ceco de frangos de corte aos 35 dias (aumento de 100x)

	 Grupos	 Íleo	 Ceco
		  Caliciformes	 CD4+	 CD8+	 Caliciformes	 CD4+	 CD8+

	 CN	 64,50±14,95	 16,20±6,50	 6,90±4,80b	 10,85±6,09	 19,60±6,09	 11,50±3,56b

	 CP	 60,95±12,76	 15,50±5,60	 11,40±6,35a	 13,70±5,36	 23,70±8,35	 21,90±5,68a

	 Probiótico	 58,35±16,69	 15,70±4,30	 13,30±2,83a	 11,90±4,41	 24,60±4,83	 22,40±6,20a

	 Valor de P	 0,432	 0,958	 0,020	 0,240	 0,214	 0,001

Médias (± desvio padrão 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 expressão de células CD8+ 
neste período pode estar relacionado tanto à presença de 
probióticos quanto a presença de salmonela, entretanto o 
menor isolamento de SM de aves alimentadas com probióti-
cos sugere que sua utilização é conveniente para auxiliar no 
controle de Salmonella em planteis avícolas.

CONCLUSÃO
A utilização de bactérias probióticas, 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 
expressão de células caliciformes, CD4+ e CD8+ na mucosa 
intestinal das aves e reduz o isolamento de Salmonella sp. 
no ceco das aves após desafio microbiológico.
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