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Efeito de probidtico na infeccéo e excrecao fecal de Salmonella em suinos

Effect of probiotic on the Salmonella infection and fecal excretion in pigs
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Arlei Coldebella" Nelson Mores" Marisa Ribeiro de Itapema Cardoso'

RESUMO

A transmissdo de Salmonella na cadeia produtiva
de suinos é um problema de dificil controle. O objetivo do
estudo foi avaliar o efeito da administracéo oral de probidtico
sobre a ocorréncia de infeccéo e excrecdo fecal de Salmonella
em suinos em fase de crescimento. Os tratamentos consistiram
de racdo basal sem aditivos (controle) ou adicionada de
probidtico (107ufc g* de células viaveis dos géneros
Bifidobacterium,  Enterococcus, Lactobacillus e
Saccharomyces). Foram alocados seis leitdes de 50 dias em
cada tratamento, com duas repeticdes por tratamento. Todos
os animais foram inoculados com Salmonella Typhimurium
(10%ufc mL') apo6s 14 dias do alojamento. Semanalmente,
foram coletadas amostras de sangue e fezes e no dia 35 pos-
inoculagéo os animais foram sacrificados e necropsiados. Os
animais de ambos os tratamentos foram infectados por
Salmonella e soroconverteram. N&o houve diferenca (P>0,05)
entre os grupos nas médias de Salmonella, Enterococcus,
Lactobacillus e coliformes totais nas fezes, porém a
administracdo de probidtico resultou em menor frequéncia de
isolamento de Salmonella a partir de figado (P=0,04),
linfonodos mesentéricos (P=0,04), pulméo (P=0,03) e baco
(P=0,01). Conclui-se que 0os microrganismos probioticos
testados ndo foram capazes de impedir a infeccdo ou a excrecéo
fecal de Salmonella em suinos de crescimento, mas diminuiram
0 nimero de portadores em linfonodos mesentéricos.

Palavras-chaves: controle biolégico, suinos em crescimento,
soroconversdo, portadores, linfonodos
mesentéricos.

ABSTRACT

Control of Salmonella transmission has been a
challenge for the pork production companies. The aim of this

study was to evaluate the effect of oral administration of
probiotics on the occurrence of infection and fecal excretion of
Salmonella in growers. The treatments consisted of basal diet
without additives (control) or added of probiotic (107cfu g* of
viable cells of the genera Bifidobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus and Saccharomyces). Six 50 days-old pigs were
allocated into each treatment, with two replicates per treatment.
All animals were inoculated with Salmonella Typhimurium
(106cfu mL*) after 14 days of housing. Afterwards, blood and
feces samples were taken weekly and on day 35 post-inoculation
the animals were euthanized and necropsied. The animals in
both treatment groups were infected by Salmonella and
seroconverted. There was no difference (P>0.05) between groups
in mean counts of Salmonella, Enterococcus, Lactobacillus
and coliforms in the feces samples, but the probiotic
administration resulted in a lower frequency of isolation of
Salmonella from liver (P=0.04), mesenteric lymph nodes
(P=0.04), lung (P=0.03) and spleen (P=0.01). It was concluded
that the probiotic microorganisms tested in this study were not
able to protect against the infection or to decrease the fecal
excretion of Salmonella in growing pigs, but were able to
decrease the number of carriers in the mesenteric lymph nodes.

Key words: biological control, growers, seroconvertion,
mesenteric lymph nodes, carriers.

INTRODUCAO

Os suinos podem ser portadores e excretar
uma variedade de sorovares de Salmonella sem
apresentar sinais clinicos, transmitindo a bactéria ao longo
da cadeia de produgdo e constituindo fonte de
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contaminago para carcagas ao abate (BOYEN etal., 2008).
Por essa razdo, programas de controle devem propor
alternativas integradas, contemplando boas praticas
nas fabricas de ragdo, nas granjas e nos matadouros. O
programa pode associar estratégias adicionais de
controle, como o uso de vacinas, prebidticos e
probidticos (LETELLIER etal., 2001), porém o uso de
antimicrobianos ¢ pouco eficiente na eliminagdo do
estado de portador nos suino portadores (FEDORKA-
CRAY etal., 1999).

Probiodticos sdo aditivos dietéticos
constituidos por bactérias vivas que colonizam o
intestino e podem ocasionar a exclusdo competitiva
dos patogenos (CALLAWAY et al., 2008). Varios
microrganismos sdo incluidos em formulagdes
probidticas, destacando-se os géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium e Enterococcus. O efeito favoravel
desses aditivos para o controle de patdogenos entéricos
tem sido demonstrado em suinos (DE ANGELIS et al.,
2007; WALSH etal., 2008).

Estudo conduzido no sul do Brasil
demonstrou que o numero de suinos portadores de
Salmonella ao abate é elevado (SCHWARZ et al., 2009).
O aumento do numero de animais infectados tem sido
detectado nas fases de crescimento e terminagdo (KICH
et al., 2007), justificando a aplicacdo de medidas de
controle nessas fases. Entre as intervencdes possiveis,
o fornecimento, via ragdo, de aditivos que permitam a
diminui¢do do nimero de suinos infectados ou que
excretem Salmonella nas fezes, pode contribuir para
alcangar um menor nimero de animais portadores ao
abate. Uma vez que os probidticos tém sido utilizados
com sucesso no controle de doencgas entéricas, o
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
administragdo oral de probiotico sobre a infecgdo por
Salmonella e sua excregdo fecal em suinos em fase de
crescimento infectados experimentalmente.

MATERIAL E METODOS

Os animais utilizados no experimento foram
selecionados entre leitdes testados quanto a auséncia
de Salmonella nas fezes por isolamento convencional
(ISO 6579) e pela Reagdo em Cadeia da Polimerase
(CASTAGNA et al., 2005); quanto 4 auséncia de titulo
de IgG sérica em teste de ELISA desenvolvido com
antigeno somatico de S. Typhimurium (KICH etal., 2007).
Os leitdes negativos foram alojados, aos 50 dias de idade
(peso médio 11,6kg), em duas salas separadas no
isolamento da Embrapa Suinos ¢ Aves. Antes do
alojamento, as salas foram lavadas, desinfetadas e
testadas quanto a auséncia de Salmonella em suabes
de piso. Um total de 24 leitdes foi distribuido em dois

grupos com seis leitdes em cada tratamento, com duas
repeticdes por tratamento. Os animais dos dois grupos
receberam ad libitum 4gua e ragdo. O grupo controle
recebeu ragdo basal nutricionalmente balanceada, sem
adicdo de antibioticos e testada quanto a auséncia de
Salmonella. O grupo tratado recebeu a mesma ragao
adicionada de probidtico em pd composto por
Bifidobacterium bifidum (3,3x109 (Unidades Formadoras
de Colonia) ufc g!), Enterococcus faecium (1,6x10°ufc g ),
Lactobacillus acidophilus (3,3x10%ufc g ), Lactobacillus
plantarum (1,6x10°fc g') e Saccharomyces cerevisiae
(3,3x10%ufc g ) (Florafort®Vitafort, Ribeirdo Preto, SP)
na concentragdo de 1kg tonelada’ de ragdo. Segundo
recomendagdo do fabricante, 5g do mesmo produto em
forma de pasta foi administrada individualmente no grupo
tratado por via oral, nos dois primeiros dias apods o
alojamento.

Apés duas semanas, cada animal foi
inoculado pela via oral, com 10mL de uma suspensao de
10%ufc mL' de Salmonella Typhimurium DT177, sendo
esse considerado o dia zero pos-inoculagdo (0 PI). Foram
realizadas colheitas de fezes para analise microbioldgica
nos dias -14 e -7 (anteriores a inoculagdo), e nos dias 0,
3,7,14,21 e 28PIL. Amostras de sangue para pesquisa
de IgG sérica foram coletadas nos dias -14, 0, 7, 14, 21,
28 ¢ 35PI. No dia 35PI (peso médio 52,1kg), os animais
foram sacrificados e amostras de tonsila, pulmao,
figado, bago, linfonodos mesentérico e contetido cecal
foram coletadas para analise microbiologica e
histopatologica. Um fragmento de cinco centimetros
de ileo foi coletado e fixado em solugdo de Bouin por
18 horas para a analise morfologica de vilosidades.

O isolamento de Salmonella a partir de fezes
e visceras foi realizado conforme descrito no protocolo
da ISO 6579. A quantificagdo de Salmonella em
amostras de fezes foi realizada pela técnica do Numero
mais Provavel (NMP) segundo BAM (2006). Nas
amostras de fezes, foram quantificadas as bactérias do
género Lactobacillus, Enterococcus e coliformes
totais conforme QUINN et al. (1998). Colonias tipicas
em agar Rogosa (Difco, EUA) para Lactobacillus; agar
Bile Esculina (Himedia, India) para Enterococcus e agar
Bile Vermelho Violeta (VRB, Himedia) para coliformes
totais foram consideradas como a enumeracéo (ufc g')
presuntiva das respectivas bactérias. As amostras de
soro foram submetidas ao teste de ELISA desenvolvido
por KICH et al. (2007). Soros que apresentaram
densidades 6ticas (DO) >0,169 no teste foram
considerados positivos.

As amostras de ileo foram incluidas em
parafina e coradas por Hematoxilina e Eosina (HE),
segundo LUNA (1968). A mensuragdo da altura das
vilosidades foi realizada com microscopio optico,
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utilizando objetiva (12,5X) com reticulo e previamente
calibrada. A altura da vilosidade (distancia em
micrometros entre a base e o topo de vilosidades
integras) foi medida dez vezes em trés laminas,
totalizando trinta mensuragdes por animal.

Para a analise das variaveis NMP de
Salmonella, quantificagao (ufc) de bactérias nas fezes
e niveis de IgG sérico, os dados foram transformados
em logaritmo e analisados pelo modelo de medidas
repetidas (MIXED/SAS™, 2002). As variaveis NMP
de Salmonella no contetido cecal e medida de
vilosidades do ileo foram analisadas pelo modelo de
medidas tinicas (GLM/SAS™, 2002). A presenca de
Salmonella em amostras de tecidos foi submetida a
regressao logistica (LOGISTIC/SAS™, 2002) e foram
estimadas as razdes de chance (odds ratio) de
isolamento da bactéria.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os grupos foram infectados por
Salmonella, o que foi comprovado pelo isolamento da
bactéria a partir de diferentes amostras coletadas dos
animais e a ocorréncia de soroconversao. Dois animais
pertencentes ao grupo controle no primeiro bloco de
repeticdo morreram antes da inoculacdo de S.
Typhimurium, com sintomas e lesdes de meningite
estreptococica. Nao foram observados sinais clinicos
de salmonelose nos animais de ambos os grupos,
quadro compativel com a infecgdo por S. Typhimurium
em suinos que resulta, predominantemente, em
apresentacdo subclinica e estado de portador (BOYEN
etal., 2008). Pneumonia intersticial foi a unica lesao,

compativel com a infecgdo por Salmonella, encontrada
na analise histopatologica, e foi observada em todos
os animais do grupo controle e em quatro suinos do
grupo tratado com probiotico (P=0,065).

A soroconversao iniciou a partir do dia 7PI
em ambos os grupos e houve incremento nas DOs
médias até o final do experimento, sem diferenca
significativa entre grupos (Figura 1). Titulos de IgG
sérica comecam a ser detectados a partir da primeira
semana pés-infec¢ao em suinos expostos a Salmonella
(KICH et al., 2007) e a frequéncia de animais
soropositivos tem sido adotada para avaliar a presenga
de portadores em lotes de suinos. Essa
correspondéncia pode ser observada no presente
estudo, uma vez que todos os animais soroconverteram
e foram positivos em pelo menos um dos tecidos
coletados na necropsia. Entretanto, o grupo controle
(Tabela 1) apresentou maior razdo de chance (OR) de
isolamento de Salmonella no figado (OR=9,0, P=0,01),
linfonodos mesentéricos (OR=14,0, P=0,01), pulmao
(OR=21,0,P=0,01) e bago (OR=9,0, P=0,01), indicando
que a administragdo de probiodtico exerceu efeito contra
a invasdo da bactéria.

Ao contrario do observado nos orgdos
internos, o grupo tratado com probidtico apresentou
tendéncia a maior frequéncia de isolamentos em
tonsilas, concordando com o relatado por SZABO et
al. (2009). A transmissdo de Salmonella ocorre,
principalmente, pela via fecal-oral e resulta na
colonizagdo e invasdo do epitélio intestinal, seguida
da disseminagdo para linfonodos e 6rgdos internos
(BOYEN etal., 2008). Porém, a importancia da invasdo
em sitios alternativos, como as tonsilas, seguida de
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Figura 1 - Médias das Densidades Oticas (DO) no teste de ELISA indireto para a detec¢do de IgG anti-
Salmonella em amostras de soro entre os dias -14 e 35, ap6s a inoculagdo oral (DPI) com Salmonella
Typhimurium em suinos tratados com probidtico (# ) e animais ndo tratados (controle, 0).

14 21 28 35
DPI
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Tabela 1 - Frequéncia de isolamento de Salmonella a partir de
amostras coletadas na necropsia de suinos inoculados
pela via oral com Salmonella Typhimurium e
alimentados com ragéo basal (controle) e ragdo basal
acrescida de probidtico.

Amostra e Animais positivos----------
Controle Probiodtico P
(n=10) (n=12)
Bago 6 3 0,01
Conteudo cecal 7 9 0,89
Figado 7 3 0,01
Linfonodos mesentéricos 8 4 0,01
Pulmio 9 5 0,01
Tonsilas 8 11 0,91

colonizacdo intestinal, ja foi demonstrada
experimentalmente (FEDORKA-CRAY et al., 1995;
OLIVEIRA etal.,2007), indicando que medidas de controle
que atuem apenas na colonizagdo intestinal podem ndo
ser eficazes para evitar a infec¢ao dos animais.

Em relagdo ao indice de animais excretando
Salmonella nas fezes, ambos os grupos apresentaram
uma elevada frequéncia, ndo sendo observada
diferenca significativa entre grupos (Tabela 2). Na
quantificagdo de Salmonella nas fezes, houve um
aumento significativo na excre¢do média da bactéria
no grupo controle entre os dias 3PI e 7P1. O pico de
excregdo observado no dia 7PI pode ter sido decorrente
da intensa multiplica¢do de Salmonella que ocorre no
intestino apos as etapas de colonizagdo e invasao de
enterdcitos e linfonodos mesentéricos, e que leva ao
aumento do niimero de bactérias no lumen intestinal e
nas fezes (BOYEN et al., 2008). Ao contrario, no grupo
tratado com probidtico, a maior contagem fecal média
de Salmonella ocorreu no dia 3PI, seguido de
decréscimo significativo no dia 7PI. Esse perfil pode
ter resultado da exclusdo competitiva exercida pelo
probidtico, ocasionando um menor grau de colonizagio
inicial de Salmonella, seguida de excrec¢do fecal
passiva. Além disso, a menor populacdo inicial de
Salmonella colonizando o intestino pode ter
influenciado, também, na quantidade de bactérias que
invadiram o epitélio intestinal e alcangaram linfonodos
mesentéricos e 6rgdos internos no grupo tratado,
resultando na menor frequéncia de isolamentos
observada nesse grupo.

Em ambos os grupos, a partir do dia 14PI,
ocorreu declinio na média de Salmonella nas fezes,
sem diferenca entre grupos, indicando que os animais
haviam entrado na fase de excrecdo intermitente da
bactéria que caracteriza o periodo apos a soroconversao

(BOYEN et al., 2008). No contetido cecal, os grupos
controle e tratado com probidtico apresentaram
contagem média de Salmonella entre 3,95log  g' e
4,35log g, respectivamente, ndo havendo diferenca
entre grupos (P=0,55), o que confirma que o tratamento
testado ndo evitou a infec¢do dos animais nem
influenciou na excre¢do fecal de Salmonella.

Estudos anteriores relatam efeito positivo
do uso de probidticos para prote¢do de suinos contra
a infecgdo por Salmonella. FEDORKA-CRAY et al.
(1999) administraram cultura de bactérias cecais a leitdes
em fase de lactagdo, desafiados com S. Choleraesuis, e
obtiveram menor taxa de colonizagdo intestinal no
grupo tratado. CASEY et al. (2007) forneceram leite
adicionado de culturas de Lactobacillus e Pediococcus
a leitdes desmamados e observaram menor ocorréncia
de diarreia e menores contagens fecais da cepa de S.
Typhimurium que havia sido inoculada. Por outro lado,
SZABO et al. (2009) nio obtiveram o mesmo sucesso,
observando tendéncia de maior excre¢do de
Salmonella em leitdes tratados com uma cepa de
Enterococcus faecium. Segundo CALLAWAY et al.
(2008), resultados mais promissores sdo obtidos
quando o probidtico ¢ administrado a animais jovens,
que, por estarem em fase de modificagdo da microbiota
intestinal, s3o mais facilmente colonizados pelas cepas
probiodticas. No presente estudo, os probiodticos foram
testados como alternativa de controle de Salmonella
em animais mais velhos, o que pode ter prejudicado o
sucesso dessas bactérias em estabelecer uma
colonizacao duradoura no intestino.

Constatou-se que ndo houve diferenga
estatistica (P>0,05) nas contagens de bactérias
cultivaveis pertencentes a microbiota intestinal
avaliada, tanto entre grupos de tratamento, como entre
dias de colheita de fezes ap6s o inicio da administragdo
do probidtico. As contagens para Lactobacillus
variaram entre 8,36+0,18 e 9,30+0,14ufc g no grupo
controle e entre 8,57+0,18 € 9,15+0,19ufc g no grupo
tratado. Em relac@o ao género Enterococcus, o grupo
controle apresentou contagens entre 5,87+0,62 e
6,79+0,3ufc g!, enquanto o grupo tratado apresentou
5,47+0,22 até 6,99+0,27ufc g'!. Para coliformes totais, a
contagem do grupo controle variou entre 5,57+0,18 e
6,58+0,26ufc g, enquanto o grupo tratado apresentou
5,92+0,15 € 6,75+0,14ufc g''.

Estudos anteriores relatam aumento da
populagdo de Lactobacillus presentes nas fezes de
suinos desmamados, tratados com probidticos, bem
como decréscimo do grupo das Enterobacteriaceae
(DE ANGELIS et al., 2007). Por outro lado, a auséncia
de alteracdo dessas populagdes em decorréncia da
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Tabela 2 - Frequéncia de animais positivos e médias da quantificagdo de Salmonella (log ufc g') nas fezes, erros-padrio e niveis descritivos
de probabilidade do teste F (P), entre os dias 3 e 28 pos-inoculagdo (DPI) oral com Salmonella Typhimurium em suinos tratados

com probidtico e animais ndo tratados (controle).

DPI e Controle (n=10)
Animais positivos Contagem média (log;oufc g™)

3 6 1,10+£0,234

10 9,12+1,65 ™
14 7 2,77£0,25 4
21 5 1,00+0,15 *
28 6 1,65+0,20 #
P 0,01

Probi6tico (n=12) ==---mmm-mmmemmmemmmev P
Animais positivos Contagem média (logjoufc g)
8 541+1,524° <0,01
8 2,43+1,33 % 0,01
6 3,76+0,17® 0,95
9 2,340,220 ® 0,46
6 2,02+0,00 B 0,35
<0,01

a, b Médias seguidas de letras minusculas distintas nas linhas diferem entre si pelo teste t (P<0,05).
A, B Médias seguidas de letras maiusculas distintas nas colunas diferem entre si pelo teste t (P<0,05).

administracdo de probidticos também foi encontrada
(SCHAREK et al., 2005; WALSH et al., 2008),
demonstrando que os efeitos obtidos sdo variaveis,
de acordo com o probidtico utilizado. Apesar de ndo
ter havido efeito sobre a quantificagdo das bactérias
investigadas no presente estudo, a modificagdo no
perfil das espécies dos géneros investigados, como
foi relatado no estudo de SCHAREK et al. (2005), ndo
pode ser descartada.

Alteragdes na microbiota entérica podem levar
a modificagdes morfologicas nas vilosidades do
intestino (BAUM et al., 2002). No presente estudo, o
bloco de repetigdo influenciou nos resultados obtidos,
que foram analisados separadamente. O tamanho médio
das vilosidades (336£10um) do grupo tratado com
probidtico foi significativamente (P<0,01) menor do que
no grupo controle (472+10) no primeiro bloco. Por outro
lado, no segundo bloco de repeticdo, o mesmo efeito
nao foi observado, encontrando-se uma média de
335+11pm e 325+21im, respectivamente, no grupo
controle e tratado. BAUM et al. (2002) relataram aumento
do comprimento das vilosidades e relacionaram esse
achado a modifica¢ao da microbiota intestinal causada
pela administragdo de probioticos a suinos desmamados.
Em nosso estudo, o efeito inconsistente sobre as
vilosidades pode ter decorrido da baixa influéncia do
tratamento na microbiota entérica, resultado que também
foi encontrado por SCHAREK et al. (2005).

CONCLUSAO

Os microrganismos probioticos testados no
presente estudo ndo foram capazes de impedir a
infecgdo ou diminuir a excregdo fecal de Salmonella
em suinos de crescimento infectados experimentalmente,
mas diminuiram o nimero de portadores em linfonodos
mesentéricos e 6rgaos internos.
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