PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA
ESCOLA DE CIENCIAS AGRARIAS E MEDICINA VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

GEOVANE ROSA DE OLIVEIRA

ANTIMICROBIANOS NATURAIS PARA CONTROLE DE SALMONELLA
ENTERITIDIS NA RACAO E NO TRATO DIGESTORIO SIMULADO DE
FRANGOS DE CORTE

Natural antimicrobial in control of Salmonella Enteritidis in feed and trough simulated

digestion of broilers

SAO JOSE DOS PINHAIS
2016



GEOVANE ROSA DE OLIVEIRA

ANTIMICROBIANOS NATURAIS PARA CONTROLE DE SALMONELLA
ENTERITIDIS NA RACAO E NO TRATO DIGESTORIO SIMULADO DE
FRANGOS DE CORTE

Natural antimicrobial in control of Salmonella Enteritidis in feed and trough simulated

digestion of broilers

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pdés-Graduacdo em Ciéncia Animal, area de
concentragao Saude, Tecnologia e Produgéo
Animal, da Escola de Ciéncias Agrarias e
Medicina Veterinaria da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana, para
obtengcdo do titulo de Mestre em Ciéncia

Animal.

Orientador: Prof. Dr. Leandro Batista Costa
Co-orientadora: Profa. Dra. Renata Ernlund
F. de Macedo

SAO JOSE DOS PINHAIS
2016



Dados da Catalogagdo na Publicagdo
Pontificia Universidade Catdlica do Parana
Sistema Integrado de Bibliotecas — SIBI/PUCPR
Biblioteca Campus Sao José dos Pinhais

0O48a
2016

Oliveira, Geovane Rosa de

Antimicrobianos naturais para controle de Salmonella enteritidis na ragao
e no trato digestdrio simulado de frangos de corte = Natural antimicrobial in
control of Salmonella enteritidis in feed and trough simulated digestion of
broilers / Geovane Rosa de Oliveira ; orientador, Leandro Batista Costa ;
co-orientadora, Renata Ernlund Freitas de Macedo. — 2016.

xiv, 78 f. 1il. ; 30 cm

Dissertagédo (mestrado) — Pontificia Universidade Catdlica do Parana,
Sao José dos Pinhais, 2016

Bibliografia: p. 58-78

Texto portugués e inglés

1. Agentes antiinfecciosos. 2. Esséncias e 6leos essenciais. 3. Acidos
organicos. 4. Frango de corte. 5. Digestdo. |. Costa, Leandro Batista.
Il. Macedo, Renata Ernlund Freitas de. lll. Pontificia Universidade Catdlica
do Parana. Programa de Pés-Graduagédo em Ciéncia Animal. [V. Titulo.
V. Titulo: Natural antimicrobial in control of Salmonella enteritidis in feed
and trough simulated digestion of broilers.
CDD 20. ed. — 636.089




Pontificia Universidade Catdlica do Parana
" Programa de Pés-Graduagao em Ciéncia Animal
Campus Sao José dos Pinhais

PUC\:A\EETP 0092 E PARECER FINAL DA DEFESA DE DISSERTAGAO DE MESTRADO
o ~ EM CIENCIA ANIMAL DO ALUNO GEOVANE ROSA DE OLIVEIRA
Aos vinte e seis dias do més de fevereiro do ano de dois mil e dezesseis, as 14:00
horas, realizou-se no anfiteatro do Mestrado em Ciéncia Animal da Escola de Ciéncias
Agrérias e Medicina Veterinaria da Pontificia Universidade Catélica do Parana,
localizada na Rodovia 376 — Km 14 — S3o José dos Pinhais - PR, a sess&o publica de
defesa da Dissertagdo do mestrando Geovane Rosa de Oliveira, intitulada:
“ANTIMICROBIANOS NATURAIS PARA CONTROLE DE SALMONELLA
ENTERITIDIS EM RACAO E NO TRATO DIGESTORIO SIMULADO DE FRANGOS DE

CORTE”. O mestrando concluiu os créditos exigidos para obtengéo do titulo de Mestre

em Ciéncia Animal, segundo os registros constantes na secretaria do Programa. Os
trabalhos foram conduzidos pelo Professor orientador e Presidente da banca, Dr.
Leandro Batista Costa (PUCPR), auxiliada pelos Professores Doutores Fernando
Bittencourt Luciano (PUCPR) e Everton Luis Krabbe (EMBRAPA — Aves e Suinos).
Procedeu-se & exposicdo da Dissertagdo, seguida de sua arglicdo publica e defesa.
Encerrada a fase, os examinadores expediram o parecer final sobre a Dissertagédo, que
nos termos do Artigo 53 do Regulamento deste Programa de Pés-Graduagéo, foi

considerada __| ,éé}‘ucu&ﬁ(o\-/

7
Prof. Dr. Lea%zfza (Presidente)
Assinatura J

Prof. Dr. Fernando Bittecourt Luciano (PUCPR)

Assinatur;

para que tudo“coriste, eu Regiani de Fatima Terto, confiro e assino a presente ata

juntamente com os membros da Banca Examinadora.
S3o0 José dos Pinhais, 26 de fevereiro de 2016.

Profa. Dra. Renata Ernlund Freitas de Macedo
Coordenadora do Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal

"/é?{mi diy a‘édom Jusle
Regiani de Fatima Terto
Secretaria do Programa de Pés-Graduagao em Ciéncia Animal

Rodovia BR 376, Km 14 - Costeira - CEP 83010-500 - Sao José dos Pinhais - Parana - Brasil
Tel.: (41) 3299-4314 Fax: (41) 3299-4423 E-mail: meca@pucpr.br Site: www.pucpr.br/ppgca



SUMARIO

AGRADECIMENTOS . ... e
FORMATO DA DISSERTACAO. ... ccouiiiiie e
RESUMO GERAL. .. ..
AB S T R A C T .. e
LISTADE ABREVIATURAS . ... e
LISTA DE TABELAS . ... e
LISTADE FIGURAS. ... e
CAPITULO 1

TINTRODUGAO. ...t e e,
CAPITULO 2

2 REVISAO DA LITERATURA. ..ottt
2.1 Salmonella Enteritidis: Caracteristicas morfofisiologicas.........................
2.2 Panorama e ocorréncia de Salmonella Enteritidis na avicultura..............
2.3 Lactobacllus sp: Caracteristicas morfofisioldgicas..............cuvvvvvviirrnnnnnnns
2.4 Anatomia e fisiologia do sistema digestorio de frangos...........ccccccevvveeeee
2.5 Utilizagao de agentes antimicrobianos naturais...........ccccccceeeeeeeeeeeeennnnnnn.
2.5.1 Caracteristicas e mecanismo de agao dos acidos organicos..............
2.5.2 Formacgao e ocorréncia de isotiocianato de alila na mostarda..............
2.5.3 Isotiocianato de alila: Mecanismo de agao...........cccceeveviiiiiiiiiiiiiieeieee
2.5.4 Formagao e ocorréncia de carvacrol no orégano...........c.ccccceeeeveeeeenen.e.
2.5.5 Carvacrol: Mecanismo de aG80.............eeuiiiiiiiuiiuiiiiiiiiiiiiiieenieeeneeenanns
2.5.6 Antimicrobianos naturais na dieta de frangos...........ccccccvvvviiiiiiieiiiinnes
2.6 Utilizacado de modelos laboratoriais para simulacéo de digestao.............
CAPITULO 3

3 ANTIMICROBIANOS NATURAIS PARA CONTROLE DE SALMONELLA
ENTERITIDIS NA RAGCAO E NO TRATO DIGESTORIO SIMULADO DE
FRANGOS DE CORTE.... .o

ADSIrACT. ...
B INTRODUGAOD. ...t
3.2 MATERIAL E METODOS ... ..ooiiiiiieeiee et
3.2.1 Experimento 1: Determinacao da Concentracéao Inibitéria Minima

3.2.1.2 Preparacao dos antimicrobianos de origem natural...........................

3.2.2 Experimento 2: Determinacao do efeito combinado de 6leos
€SSeNciaisS € ACIAOS OFGANICOS. .....ccceviieieieeee e
3.2.3 Experimeto 3: Efeito dos antimicrobianos naturais adicionados a
ragao sobre Salmonella Enteritidis...............cco

v



3.2.3.1 Preparo das amoOStras. ........ccouuuiiiiiiiiie e 36
3.2.3.2 Selecao de cepas de Salmonella Enteritidis resistentes para

TgloTeIu] F=Toz= Lo I o T= I =T o= Lo J TR 37
3.2.3.3 Prepar0o do iNOCUIO...........oooiiiiiii e 38
3.2.3.4 Inoculagao da Salmonella Enteritidis na ragao.............ccccvvvvvvvvnnnnnns 39
3.2.3.5 Tratamento da racdo com antimicrobianos de origem natural........... 39
3.2.3.6 Contagem de Salmonella Enteritidis na ragao...............ccccccceieen. 40
3.2.4 Determinacéo de pH na racédo contendo antimicrobianos..................... 40
3.2.5 Experimento 4: Simulacao da digestao in vitro de frangos de corte..... 40
3.2.5.1 Preparo do iNOCUIO........cccceeeiiiiiiiiiee e 40
3.2.5.2 Preparo dos antimicrobianos naturais.............ccccceeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienn, 41
3.2.5.3 Simulagao da digestao in vitro de frangos de corte............ccccceeeeees 41
3.2.5.4 Simulacio da digesSta0 NO PAPO......uuuuurrrmiiiii s 41
3.2.5.5 Simulagéo da digestdo no proventriculo.............ccooeviiiiiiiiiiiiiiiiiieneee. 41
3.2.5.6 Simulagéo da digestdo namoela..............oooooiiiiiiiiiiiiiiii 42
3.2.5.7 Simulagéo da digestao no intestino delgado.............ccc.eevvvviiiiieiinnnnnns 42
3.2.5.8 Simulagéo da digestdo no intestino grosso............ceevvvvvvvieiiiiveeiiinnnns 42
3.2.5.9 Avaliacao do efeito dos antimicrobianos naturais apds digestao in

vitro sobre Salmonella Enteritidis e sobre Lactobacillus plantarum............... 42
3.2.7 Analise EstatiStiCa.........c.uuueiiiiiiiiiiii 45
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO.........ceieeeeteeeeeeeeeee e, 46
3.3.1 Experimento 1: Concentracao inibitéria minima (CIM)......................... 46
3.3.2 Experimento 2: Efeito combinado de dleos essenciais e acidos

organicos sobre a Salmonella Enteritidis..............o.uueviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiians 47
3.3.3 Experimento 3: Atividade antibacteriana da combinacéo de ITA e

(6721 Sar=To [ (o1 ] g F=To (o= T r=Tor= Lo PR TR 48
3.3.4 Experimento 4: Efeito dos antimicrobianos naturais contra Salmonella
Enteritidis e Lactobacillus plantarum apés digestao in vitro........................... 50
3.4 CONCLUSAOD. ...ttt e e e e e e e e e eane 56
CAPITULO 4

4 CONCLUSAO GERAL. ..ottt 57



Dedico-

A minha mae, ao meu pai e minhas irmas e a todos os familiares,
pela paciéncia e amor incondicional, pelo apoio sem limites
e por ndo medirem esforgos para me verem feliz,

Ao meu amigo Rodinei José Garcia,

pelo incentivo, forga, conselhos e exemplo de positivismo
e honestidade que me permitiram chegar até aqui.

Vi



AGRADECIMENTOS
A Deus e a Santa Rita, por interceder por mim, me dar forca e coragem para trilhar o
meu caminho nessa jornada, mantendo minha fé, esperanga, saude e protecéo.
A minha familia, em especial minha mae Iracema, meu pai Osvaldo e irmas Luciana e
Ivaneide, por sempre estarem ao meu lado em todos os momentos.
A Pontificia Universidade Catdlica do Parand, por disponibilizar os laboratérios para
realizagcdo deste projeto, por todo acolhimento e oportunidade de desempenhar o
mestrado.
Ao Professor Dr. Leandro Batista Costa, pela orientagcdo, apoio e oportunidade,
essenciais para realizagao deste trabalho.
A Professora e Coorientadora Renata Ernlund Freitas de Macedo, pela colaboragéo na
realizacao deste trabalho.
A Professora Carla de Andrade, por todo apoio, colaboragéo e amizade.
Ao Professor Fernando Bittencourt Luciano, pela parceria, profissionalismo e
orientacgdo.
Ao meu grande amigo Rodinei José Garcia, por todo apoio, por compartilhar
experiéncias e por acreditar em nossa amizade, todo meu respeito, admiragéo e
gratidao.
Ao amigo e companheiro de pesquisa Willian K. Oliveira, por toda ajuda durante a
realizagao desse projeto.
Ao meu amigo Maycon Amaral, pelo apoio e companhia durante o mestrado.
Ao amigo Diego Brandao pela colaboragdo e apoio, e aos demais alunos e amigos,
Laisa, Monique, Hanna.
Aos demais professores e funcionarios do curso de Medicina Veterinaria e Pods-
Graduacdo em Ciéncia Animal da Pontificia Universidade Catolica do Parana, pela
participacao, dedicacdo na conducgao deste trabalho.

A Impextraco Latino America® pela parceria, colaboracéo e realizacdo deste trabalho.

vii



FORMATO DA DISSERTAGAO

A presente dissertagdao € composta por 5 capitulos.

O capitulo 1 apresenta uma introducéo geral dos objetivos de estudo desta
dissertacéo.

O capitulo 2 trata-se de revisao de literatura.

O capitulo 3 apresenta o artigo cientifico referente ao experimento realizado nos
laboratérios de pesquisas da Pontificia Universidade Catélica do Parana, o qual sera
submetido para futura publicagao.

O Capitulo 4 apresenta as conclusdes gerais do trabalho, apontando ainda
sugestdes para estudos futuros.

As referéncias do material bibliografico utilizado em todos os capitulos se

encontram em lista Unica ao final da dissertagao.

viii



RESUMO GERAL

Salmonella Enteritidis € um dos patégenos veiculados pela carne de frango, que pode
ser transmitido as aves pelo consumo de ragdo contaminada. Com a proibicdo da
adicdo de antibidticos profilaticos a ragdo animal pelos paises europeus, o uso de
aditivos naturais tem ganhado destaque. Para verificar o efeito antimicrobiano dos
aditivos naturais no trato digestério de frangos de corte, a digestdo simulada pode ser
um meétodo eficiente e confiavel. Para isso, o presente trabalho foi conduzido com o
objetivo de avaliar o efeito antimicrobiano in vitro de 6leos essenciais (OE) e acidos
organicos (AQO), isolados ou em combinagcdo, sobre a populagdo de Salmonella
Enteritidis na racdo e no trato digestoério simulado de frangos de corte. Para os OE,
foram testadas doses de 12,5 a 800 ppm de isotiocianato de alila (ITA) e doses de 50 a
800 ppm de carvacrol (CV). Para os AO, foram utilizadas doses de 37 a 297 ppm de
acido propionico (PROP) e doses de 23 a 930 ppm de &acido caproico (CAP). As
diferentes doses dos antimicrobianos foram adicionadas em caldo TSB, em pH 6,0, e
avaliadas frente a um pool de 5 cepas de Salmonella Enteritidis, incubado a 37°C/24h.
A partir dos valores de concentragao inibitéria minima (CIM) dos compostos isolados,
foram testadas combinacdes de OE + AO com doses reduzidas em 1/2, 1/4 e 1/8 da
CIM para avaliar o efeito combinado dos aditivos. Os antimicrobianos selecionados
foram adicionados em uma ragdo comercial para frangos de corte na fase inicial para
avaliar seus efeitos sobre o crescimento de Salmonella Enteritidis. Para esta etapa, as
concentragdes de antimicrobianos utilizadas foram: T1 — controle (inoculado apenas
com Salmonella Enteritidis); T2 - 62,5 ppm de ITA + 175 ppm de CAP; T3 - 125 ppm de
ITA + 350 ppm de CAP; T4 - 187,5 ppm de ITA + 525 ppm de CAP. As contagens de
Salmonella foram realizadas a cada dois dias, durante 8 dias. Em seguida, o tratamento
com melhor efeito contra Salmonella foi selecionado para a simulagdo da digestao (in
vitro) de frangos, frente ao pool de Salmonella Enteritidis e Lactobacillus plantarum.
Para isso, foi utilizada ragdo comercial de frangos de corte, na fase inicial, sem adigéao
de antibidticos e com a inclusdo de ITA e CAP nas concentragdes de 187,5 ppm e 525
ppm. A ragdo com os antimicrobianos foi submetida ao processo de digestao in vitro
pelo tempo total de 4h20min. Foram avaliados os compartimentos que simulavam as
condi¢gdes enzimaticas, de pH, temperatura e agitacao do papo, proventriculo, moela,
intestino delgado e intestino grosso. Entre os OEs, a menor CIM foi obtida para o ITA
(25 ppm) enquanto que a CIM do CV foi de 150 ppm; e entre os AOs, o CAP
apresentou efeito inibitério em menor dose (70 ppm), enquanto a CIM do PROP foi de
75 ppm. Nos testes de sinergia, a menor combinagao que apresentou efeito sinérgico
foi verificado com a concentracéo de 6,25 ppm de ITA e 17,5 ppm de CAP. Na racéo, o
T4 reduziu a presenca de Salmonella Enteritidis de 2.63 + 0,21 log para niveis
indetectaveis (<1,25 log) apés 8 dias (P<0,05). No processo de digestao in vitro, foi
observada diferencas (P<0,05) nas contagens de Salmonella Enteritidis. No entanto, a
populacdo de Lactobacillus plantarum nao sofreu alteragdo. A combinacao de 187,5
ppm de ITA e 525 ppm de CAP foi eficiente contra Salmonella Enteritidis em ragcao e
apos o processo de digestdo in vitro, ndo afetando a contagem de Lactobacillus
plantarum no intestino delgado.

Palavras-chave: Acidos organicos, éleos essenciais, frangos, digestdo simulada, efeito
sinérgico.
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ABSTRACT

Salmonella Enteritidis is one of the pathogens spread by poultry, which can be
transmitted to birds by the consumption of contaminated feed. By the banning of the
addition of prophylactic antibiotics to animal feed by European countries, the use of
natural antimicrobial compounds has gained prominence. To check the antimicrobials
effect of natural additives in the digestive tract of broilers, the simulated digestion is an
efficient method and reliable. This in vitro study was carried out to evaluate the
antimicrobial effect of essential oils (EO) and organic acids (OA), alone or combined,
against Salmonella Enteritidis and Lactobacillus plantarum. The tested doses of allyl
isothiocyanate (AITC) were 12.5 to 800 ppm, while 50 to 800 ppm were tested to
carvacrol (CV). Further, propionic and caproic acids (CAP) were tested using doses of
37 to 297 ppm and 23 to 930 ppm, respectively. The different doses of these
antimicrobial agents were added in TSB broth, pH 6.0, and evaluated against five strains
of Salmonella Enteritidis, incubated at 37°C/24h, to find the minimal inhibitory
concentration (MIC). After finding the MICs from these isolated compounds, the
association of EO + OA in concentrations of 1/2, 1/4, and 1/8 from the MIC was tested to
investigate if there is a synergic antimicrobial effect. The tested antimicrobials were
included in a commercial feed for broiler chickens to assess its effects on growth of
Salmonella Enteritidis. For this step, the antimicrobial concentrations used were T1 -
control (only inoculated with S. Enteritidis); T2 - 62.5 ppm of AITC + 175 ppm of CAP;
T3 - 125 ppm of AITC + 350 ppm of CAP; T4 - 187.5 ppm of AITC + 525 ppm of CAP.
Afterwards, Salmonella counts were performed on 0, 2, 4, 6, and 8 days to assess the
antibacterial effect of the AITC + CAP. Then treatment with a better antibacterial effect
against Salmonella was selected to simulate the in vitro digestion of chickens, against
the pool of Salmonella Enteritidis and Lactobacillus plantarum. For this, a commercial
feed was used for broiler chickens in the initial stage of life, without antibiotics, with
inclusion of AITC and CAP at concentrations of 525 ppm and 187.5 ppm, respectively,
and a control treatment without antimicrobials. The feed with antimicrobials was
submitted to in vitro digestion by 4h20min. The in vitro digestive process was mimicked
in the crop, proventriculus, gizzard, small intestine and large intestine compartments of
broilers, in enzymatic conditions, pH, temperature and agitation specific for this species.
Among the EO, the lowest MIC was obtained for AITC (25 ppm), the MIC CV was 150
ppm; and among the OA, the CAP showed inhibitory effect in the smaller dose (70 ppm),
the MIC PROP was 75 ppm. The association of 6.25 ppm of AITC and 17.5 mM of CAP
was the lowest dose capable of presenting synergistic effect. In the feed, the T4 reduced
from 2.63 + 0,21 log to undetectable levels (<1.25 log) the presence Salmonella
Enteritidis on 0 to 8 days. After the in vitro digestion, T4 also decreased (P<0.05)
accounts of Salmonella Enteritidis. The Lactobacillus plantarum cultures collected from
the digesta were not altered. The combination of 187.5 ppm of AITC and 525 ppm CAP
was effective against Salmonella Enteritidis strains in the feed, and afterwards, in vitro
digestion, however, did not affect the Lactobacillus plantarum colonies in the mimicked
small intestine.

Keywords: Natural antimicrobial, broilers, simulated digestion, synergistic effect and
digestive system.
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CAPITULO 1

1 INTRODUGAO

A Salmonella Enteritidis, esta entre os principais micro-organismos causadores
de doencas entéricas transmitidas por alimentos em humanos no mundo, além de
provocar perdas significativas na produtividade animal, com elevado indice de
mortalidade (Mead et al.,, 2010; Olaimat e Holley, 2013). Anualmente, séao
documentados pela European Food Safety Authority (EFSA, 2015), aproximadamente
100.000 casos de doencgas entéricas, sendo a salmonelose a segunda doenca mais
relatada. De acordo com os dados do Centers for Disease Control and Prevention
(CDC), cerca de um milhdo de casos de salmonelose ocorrem a cada ano nos Estados
Unidos (Scallan et al., 2011) e entre 200 milhdes a 1,3 bilhdo de casos em todo o
mundo (Coburn et al., 2007). Salmonella Enteritidis representa 85% dos casos de
salmonelose na Europa, 38% na Asia e 31% na América Latina e no Caribe (Cardoso,
2013).

Cerca de oitocentos tipos de produtos de origem animal estdo envolvidos em
intoxicagdes alimentares causadas por Salmonella, destacando-se a carne de frango,
0s ovos e seus derivados (Longo et al., 2010). No Brasil, os ovos e seus derivados sao
o terceiro alimento responsavel por casos de doengas transmitidas por alimentos (DTA),
enquanto a carne de frango e seus derivados ocupam a oitava posicao (Secretaria de
Vigilancia em Saude - SVS, 2014).

Uma das principais formas de contaminagdo das aves € o contato com a
Salmonella nas granjas, através do consumo da ragdo contaminada. Esta
contaminacéao € transferida para a carcaca durante o processamento, tornando a carne
de frango uma das principais formas de contaminagdo para o homem (Longo et al.,
2010; Mead et al., 2010). Os alimentos carneos de origem animal podem ser
contaminados, ainda, durante o transporte, manipulacdo e armazenamento, enquanto
os ovos podem sofrer contaminagdo transovariana por Salmonella durante sua
formacdo. Neste caso, a contaminagcdo é transmitida via corrente sanguinea para o

ovario (Peresi et al.,, 1998; Mead et al., 2010). A ocorréncia e a concentracdo de
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Salmonella na carne variam de acordo com as condigdes de manejo durante a criagao
do animal (Carvalho e Cortez 2005). Além desse micro-organismo, outros
enteropatdgenos, como Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes e
Campylobacter sp. podem tornar os alimentos fontes primarias de contaminacéo
(Stanley e Jones, 2003).

Ja as espécies de Lactobacillus (crispatus, reuteri e salivarius) séo colonizadoras
autoctones do trato gastrintestinal de frangos de corte, presentes desde a primeira
semana de vida (Hilmi et al., 2007) das aves, desempenhando papel importante na
nutricdo, desempenho e prevencao de doencas, como a enterite necrética, provocada
por Clostridium perfringens no trato gastrintestinal (Stephenson et al., 2010). Os
Lactobacillus sao bactérias produtoras do acido lactico, atuando também no controle de
Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis e Campylobacter jejuni, muito utilizados
como probidticos para humanos e animais (Wali e Beal, 2011), reduzindo a incidéncia
de doencas intestinais.

E indispensavel para o comércio nacional e internacional o controle desses
patdbgenos nas granjas e, consequentemente, na carne de frango e outros produtos
avicolas. Na legislagcdo brasileira, o Programa de reducdo de patdégenos e
monitoramento microbioldgico e o controle de Salmonella spp. em carcagas de frangos
e perus esta regulamentado pela Instrugdo Normativa n° 78, de 03 de novembro de
2003 (MAPA), que aprova as Normas Técnicas para Controle e Certificagdo de Nucleos
e Estabelecimentos (Tessari et al., 2008).

O uso de antibiéticos como melhoradores de desempenho na produg¢ao animal
vem sendo restringido, devido aos riscos de surgimento de micro-organismos
resistentes a estes antibidticos (Santos et al., 2009), além de possiveis residuos que
podem contaminar a carcaga, acarretando em prejuizo econdmico em muitos setores
da agroindustria. A Comunidade Europeia (CE) eliminou progressivamente e proibiu,
em 1° de janeiro de 2006, a comercializacdo e utilizacdo de antibiéticos como
melhoradores de desempenho (Huyghebaert et al., 2011). Com isso, o Brasil passou a
proibir o uso de alguns antibiéticos (virginiamicina, tilosina, espiramicina, tetraciclinas,
quinolonas, eritromicina e avoparcina) na produ¢ao de animais destinados ao consumo

humano (MAPA, 2013). Por estes motivos, na ultima década, um dos grandes desafios
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das industrias foi a busca por aditivos alimentares para os animais que substituissem os
antibioticos melhoradores de desempenho (Lee et al., 2003; Huyghebaert et al., 2011,
Borges et al.,, 2014), na tentativa de inibir o crescimento de micro-organismos
patogénicos presentes na ragao e no trato digestorio dos animais (Van Immerseel et al.,
2006), melhorando o desempenho animal.

Na busca por alternativas aos antibidticos, desde de 1990 aumentou-se o
interesse por melhoradores de desempenho a base de plantas, uma vez que estes sao
quimicamente distintos dos antibiéticos, com grande potencial antimicrobiano (Brenes e
Roura, 2010), atendendo a demanda do consumidor por produtos sem aditivos
quimicos, mas com vida util prolongada (Belda-Galbis et al., 2014) e sem causar
prejuizos ao desempenho animal (Dibner e Richards, 2005). Com isso, novos aditivos
com potencial antimicrobiano vém sendo difundidos na cadeia produtiva, como por
exemplo, os 6leos essenciais e os acidos organicos de origem natural incluidos na dieta
de aves e suinos (Shan et al., 2007, Windisch et al., 2008).

Os dleos essenciais (OEs), também chamados 6leos volateis, sdo liquidos e
aromaticos, obtidos a partir de material vegetal (flores, brotos, sementes, folhas, galhos,
cascas, ervas, madeira, frutos e raizes) (Picone et al., 2013). OEs sdo misturas
complexas (fenilpropenos e terpenos, entre outros) de baixo ponto de ebuli¢ao,
associados com esséncias de plantas com aromas caracteristicos, definidos como
"ervas e especiarias" (Brenes e Roura, 2010; Fonseca, 2012). Eles sdo metabdlitos
secundarios que desempenham papel fundamental na protecdo das plantas contra
ataques de insetos, doengas bacterianas ou fungicas (Haramoto e Gallandt, 2004).

A utilizagao de extratos herbais é considerada uma abordagem complementar ou
alternativa a medicina convencional (alopatia) e tem recebido maior atengdo como
melhoradores de desempenho animal na ultima década (Cravotto et al.,, 2010). O
isotiocianato de alila (ITA) e o carvacrol (CV) sao os principais componentes dos 6leos
essenciais de mostarda e orégano, respectivamente, e tém sido muito utilizados como
antimicrobianos em outros estudos (Zhang, 2004; Chen e Andreasson, 2001; Olaimat e
Holley, 2013), com grande potencial para o uso na dieta animal.

Os &acidos organicos, constituintes normais de plantas ou de tecidos de origem

animal (Huyghebaert et al., 2011), vém sendo empregados ha muitos anos como
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aditivos conservantes de alimentos e melhoradores de desempenho animal, prevenindo
e minimizando infec¢gdes causadas por bactérias patogénicas na produgéo de aves e
suinos. Nesta categoria de aditivos, encontram-se os acidos graxos de cadeia curta
(propibnico, formico, acético, citrico, latico, benzoico, butirico e fumarico) e os acidos
graxos de cadeia média (caprico, caprilico, caproico e laurico) (Borosky, 2011). Eles
sdo componentes de numerosos 6leos de origem animal e vegetal, ndo apresentam
toxicidade para os humanos e sao reconhecidos como "seguros" pelos o6rgaos
governamentais (Hinton e Ingram, 2011).

A aplicabilidade desses compostos (6leos essenciais e acidos organicos) esta
associada ao seu efeito inibidor sobre o desenvolvimento de bactérias indesejaveis no
alimento e no trato gastrintestinal (Burt et al., 2007; Borosky, 2011). Os &acidos
organicos podem melhorar a digestibilidade e a palatabilidade da dieta, melhorando
assim a conversao alimentar e o crescimento dos animais, principalmente aves e
suinos (Van Immerseel et al., 2006), controlando a incidéncia de patdgenos intestinais
(Van Immerseel et al., 2005).

Os Oleos essenciais e os acidos organicos tém sido eficientes em inibir a
proliferacdo de micro-organismos patégenos, quando adicionados a dieta dos animais
(Borosky, 2011; Bona et al., 2012). No entanto, se considerarmos a complexidade e o
custo de ensaios in vivo (Giuberti et al., 2011), uma abordagem interessante para
verificar os efeitos antimicrobianos dos compostos naturais no trato digestério de
frangos de corte € a simulagéo da digestao in vitro. Esta evita o uso de animais e utiliza
modelos laboratoriais que simulam o trato digestério (Avantaggiato et al., 2003) em
condigbes gastrintestinais similares ao modelo in vivo, avaliando seus efeitos sobre a
microbiota intestinal, em diferentes compartimentos do trato digestério (Michiels et al.,
2007).

Apesar dos 6leos essenciais serem considerados potentes antimicrobianos, néo
€ possivel afirmar que estas substancias sejam realmente efetivas em uma simulagao
de digestao, por apresentarem elevada volatilidade e baixa solubilidade em agua, o que
pode dificultar sua aplicagdo (Chacon et al., 2006; Pickler et al., 2012). J& os acidos
organicos apresentam elevada capacidade de dissociagdo em meios liquidos (Viola e

Vieira, 2007), o que pode facilitar sua utilizagdo durante a simulacéo. Diante do exposto
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acima, o presente trabalho teve como objetivo determinar a CIM dos 6leos essenciais
(OE), e acidos organicos (AO), isolados e em combinagdo, contra Salmonella
Enteritidis; avaliar o efeito antimicrobiano da combinacdo de OE e AO contra S.
Enteritidis em racdo de frango e avaliar o efeito da combinagdo de OE e AO contra S.
Enteritidis e contra Lactobacillus plantarum em ragdo de frango durante digestao

simulada in vitro.
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CAPITULO 2

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Salmonella Enteritidis: Caracteristicas morfofisiolégicas

O género Salmonella € composto por duas espécies, Salmonella enterica e
Salmonella bongori, sendo a Salmonella enterica dividida em seis subespécies: S.
enterica enterica, S. enterica salamae, S. enterica arizonae, S. enterica diarizonae, S.
enterica houtenae e S. enterica indica (Guibourdenche et al., 2010; Issenhuth-Jeanjean
et al., 2014).

As bactérias do género Salmonella sao bacilos Gram-negativos em forma de
bastonetes, da familia Enterobacteriaceae, anaerdbicas facultativas, nao formadoras de
esporos. Apresentam as enzimas catalase-positiva e oxidase-negativa. Além disso, sdo
redutoras de nitrato a nitrito, produzem gas sulfidrico (H2S), ndo fermentam lactose e
sdo capazes de utilizar o citrato como unica fonte de carbono (Castilla, 2003; Silva et
al., 2010). Sado moéveis com flagelos peritriquios, capazes de descarbolxilar os
aminoacidos lisina e ornitina, medem de 0,7 a 1,5 ym de didmetro e 2,0 a 5,0 ym de
comprimento, crescem em temperatura 6tima de 37°C, mas podem sobreviver em
temperaturas entre 5 e 45°C, sendo a atividade minima de agua para seu crescimento
de 0,93 a 0,96, e a faixa de pH ideal para essas bactérias de 6 a 7, mas podem
sobreviver em pH de 4 a 9 (Fortuna e Franco, 2005).

O presente numero de sorovares por espécies e subespécies registrados até o
presente momento & 2.659 sorotipos de Salmonella enterica subsp. enterica, no qual
mais de 50% pertence a subespécie entérica (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014). Os
sorotipos pertencentes a S. enterica foram classificados de acordo com a regido em
que foram isolados pela primeira vez (Tindall et al., 2005).

Nos EUA, os tipos mais comuns de fagotipos Salmonella enterica relatados
desde 1988 foram: tipo 8 (48,2%), 13-A (20,1%), 13 (7,8%) e 14b (7,8%), enquanto em
paises da Europa os tipos mais comuns relatados foram os fagotipos tipo 4 (PT 4)
(Hickman-Brenner et al., 1991; Threlfall et al., 1994 e 2014). No Brasil, 18 dos 60 tipos
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S. Enteritidis foram fagotipo tipo 4 (PT 4) e apresentaram o mesmo perfil de fagotipos
registrados em paises Europeus, os estudos epidemioldgicos, incluindo a fagotipagem
e a sonda complementar de RNAr, sugerem que a entrada de SE no Brasil ocorreu no
final da década de 80 (Silva e Duarte 2002). Provavelmente, a presenga destes
patdgenos no Brasil esta associada a importagcdo de matrizes de aves trazidas dos
paises da Europa (Irino et al., 1996; Campioni et al., 2014). Desde entdo, esse
patdbgeno tem ocasionado prejuizos a avicultura brasileira e, como zoonose, tem

importantes consequéncias também para a saude publica (Kottwitz et al., 2012).

2.2 Panorama e ocorréncia de Salmonella Enteritidis na avicultura

O Brasil é considerado atualmente o segundo maior produtor e o maior
exportador de carne de frango do mundo e ocupa a sétima posi¢ao no ranking mundial
de producdo de ovos (ABPA, 2015). Em 2014, o Brasil exportou 4,1 milhdes de
toneladas de carne de frango para cerca de 150 paises importadores, arrecadando
aproximadamente 8 bilhdes de dblares em receita de exportagdo. Segundo dados do
IBGE (2014), o estado do Parana é o maior produtor de frangos do pais, o que implica
em atender as exigéncias dos consumidores internos e externos, tanto no que se refere
a sanidade avicola, quanto a qualidade dos alimentos comercializados (Kottwitz et al.,
2012). Para se adequar as exigéncias do mercado internacional e garantir os altos
indices de produgao e exportagao de produtos avicolas sdo necessarias medidas de
prevencao e controle de agentes causadores de enfermidades infecciosas em aves
comerciais como, por exemplo, a Salmonella Enteritidis.

A contaminacgao por Salmonella spp. pode ser classificada em vertical, horizontal
ou cruzada. A contaminacao vertical das aves por Salmonella spp. pode ser iniciada
pela contaminagcdo do ovo no trato reprodutivo através da corrente sanguinea ou ao
passar pela cloaca, através do contato com as fezes, aumentando o indice de eclosao
de pintainhos contaminados (Boni et al., 2011). A contaminagao horizontal ocorre por
via oral, pois a agua e as ragbes contaminadas sao importantes veiculos de
disseminacdo (Boni et al., 2011; Sousa, 2012) ou via fecal. Por sua vez, os casos de

contaminagbes cruzadas s&o mais comuns durante os procedimentos de abate,
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transporte e armazenamento e processamento das carcagas (Moraes et al., 2014) e
variam de acordo com as condigdes de manejo durante a criagdo e os cuidados
higiénicos adotados nos processos de abate dos animais (Carvalho e Cortez, 2005).

A ave infectada podera ser portadora assintomatica ou apresentar queda de
produtividade, infertilidade, piora na conversao alimentar e morte (Gama et al., 2003).
Sao conhecidas trés enfermidades importantes: a pulorose, cujo agente € a Salmonella
Pullorum (SP); o tifo aviario, causado pela Salmonella Gallinarum (SG); e o paratifo
aviario, causado pela Salmonella Typhimurium (ST) e Salmonella Enteritidis (SE), que
podem causar diarreias, elevado indice de mortalidade, baixa taxa de natalidade e
queda na produtividade (Sousa, 2012; Vaz et al., 2015; Muniz et al., 2015) repercutindo
em perda de eficiéncia produtiva.

A SE é causadora da salmonelose, uma doenca que provoca gastroenterite
aguda, febre entérica, diarreia e vémitos, resultantes da colonizagdo bacteriana
intestinal, por contaminagao de origem alimentar (Silva-Hidalgo et al., 2012). Por estes
motivos, a salmonelose € considerada uma zoonose de importancia mundial que
preocupa as autoridades sanitarias por causar grandes prejuizos econdmicos ao
agronegdcio brasileiro (Bona et al., 2012). No entanto, a prevengao e o controle de SE
depende da sua adequada deteccdo e de sua caracterizagdo nos animais, além de
tratamento com antimicrobianos eficazes (Kottwitz et al., 2012).

Os antibiéticos melhoradores de desempenho animal utilizados em doses
subterapéuticas, foi visto durante décadas como um grande avango tecnoldgico. No
entanto, a utilizagdo incorreta dos antibidticos (Moraes et al., 2014), pode ter
contribuido para a propagacdo de bactérias com genes resistentes a antibioticos,
promovendo a selecdo de bactérias resistentes a tratamentos terapéuticos em animais
e humanos, além disso, os residuos de antibiéticos deixados em produtos derivados de
animais pode resultar em maior difusdo desse composto no ambiente (Van Immerseel
et al., 2008). A S. Enteritidis € uma das bactérias que se difundir com a intensificacao
da producao de aves e o uso indiscriminado de antibiéticos na ragao animal (Cardoso,
2013; Pandini et al., 2014). Nas duas ultimas décadas, diversos paises tém relatado
aumento no numero de surtos-epidémicos ocasionados por S. Enteritidis e perdas na

produtividade e devido ao surgimento de doencas, constituindo-se na maior causa de
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surtos de enfermidades transmitidas por alimentos nos EUA, Reino Unido e Europa
Central (Van Immerseel et al., 2008; Cardoso, 2013; Pandini et al., 2014).

Por este motivo, algumas medidas vém sendo estabelecidas nas industrias para
o controle da propagacado de Salmonella no setor avicola (Ravagnani et al., 2012),
como por exemplo, a irradiacdo. Este método pode controlar Salmonellas e outros
agentes fisicos encontrados na carne de frango, ovos e na ragéo, da mesma maneira
que o uso de desinfetantes quimicos pode auxiliar no controle de Salmonella nas
instalagbes (Bonatti e Monteiro, 2008; Sousa, 2012). Dentre todos os métodos
estabelecidos para controle e erradicacdo de bactérias, podemos destacar a
importancia da exploracdo do potencial antimicrobiano dos compostos de origem
natural (Bona et al., 2012), para contribuir com as melhorias da produtividade na

avicultura, garantindo a biosseguridade das granjas produtoras.

2.3 Lactobacllus sp: Caracteristicas morfofisiolégicas

As bactérias do género Lactobacillus sao, gram-positivas, anaerdbias e em forma
de bastonete. As espécies de Lactobacillus sao colonizadoras autdctones do trato
gastrintestinal de frangos de corte, presentes desde a primeira semana de vida das
aves (Hilmi et al., 2007), desempenhando papel importante na nutricdo, e prevenindo
doengas, como a enterite necrética, e o paratifo aviario (Vaz et al., 2015). Além disso,
os Lactobacillus sdo muito utilizados como probidticos para humanos e animais sao
bactérias produtoras do acido lactico, que inibe o crescimento de bactérias (Salmonella
Typhimurium, Salmonella Enteritidis e Campylobacter jejuni), (Wali e Beal, 2011),
reduzindo a incidéncia de doencas intestinais.

Estudos vém sendo realizados para avaliar a sobrevivéncia de espécies de
Lactobacillus durante a passagem pelo trato gastrintestinal de frangos, reduzindo a
presenca de bactérias patogénicas (Stephenson et al., 2010). Em uma simulagéo do
trato digestério de frangos de corte, foi demonstrado que, além de sobreviver as
condi¢cdes intestinais, as populacdes de Lactobacillus inibiram o crescimento de
Campylobacter jejuni e Salmonella Typhimurium. (Chang e Chen, 2000; Wali e Beal,

2011). A presenga de bactérias laticas pode inibir o crescimento de micro-organismos
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indesejaveis no trato gastrintestinal, competindo com micro-organismos patégenos e
contribuindo com a produgéao de frangos de corte.

Desde a retirada dos antibidticos melhoradores de desempenho da ragdo de
frangos na Europa, a incidéncia de doengas entéricas causadas por bactérias
patogénicas tem aumentado (Van Immerseel et al., 2008), além de grandes perdas na
produgdo de aves e suinos (Casewell et al., 2003). Por conseguinte, existe necessidade
de desenvolver métodos alternativos para controlar a presenga de agentes causadores
de doencgas no trato gastrintestinal de frangos. Dentre as alternativas para reduzir a
contaminagado por micro-organismos indesejaveéis, destacam-se a suplementagcédo da
ragao de frangos com probidticos contendo espécies de Lactobacillus. Estes vém sendo
utilizados no controle de bactérias patogénicas presentes no trato gastrintestinal de
frangos, particularmente no papo e no intestino delgado (Stephenson et al., 2010),

modificando o pH e prevenindo infecgdes.

2.4 Anatomia e fisiologia do sistema digestoério de frangos

As aves dependem da obtencdo adequada de energia e outros nutrientes (agua,
minerais, lipidios, carboidratos, vitaminas e aminoacidos) para maximizagdo do
desempenho. Entretanto, para que isso ocorra, o sistema digestorio deve apresentar,
além do equilibrio microbiolégico, caracteristicas estruturais e fisiolégicas que
possibilitem a ingestdo e a passagem do alimento pelo trato, alteragdes fisicas e
quimicas na degradagao do alimento e a absor¢do dos produtos da digestdo (Franco,
2009; Boaro, 2009; Fernandes, 2012; Luegas et al., 2015). Neste sentido, ha a
necessidade do conhecimento dos processos e atividades fisiologicas das aves, para
obtencao de melhor desempenho produtivo.

O sistema digestorio dos frangos de corte é formado por cavidade oral (bico,
lingua e glandulas salivares), orofaringe, esb6fago, papo, estdbmago quimico
(proventriculo), estbmago mecanico (moela), duodeno, jejuno, ileo, cecos (pares), célon
e reto, que termina na cloaca, comum ao sistema urogenital (Boaro, 2009) (Figura 1).

Na cavidade oral, existe um conjunto de glandulas salivares (submandibulares

lingual, palatina e maxilar) que secretam saliva suficientemente para umidificar e
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auxiliar a degluticdo do alimento. A faringe restringe-se a um curto segmento que une a
cavidade oral ao es6fago e que contém a abertura da laringe (glote), abertura para
cavidade nasal (coanas) e abertura para o ouvido (infundibular) (Franco, 2009; Boaro,
2009).

{ Intestino Delgado

Proventriculo
Baco
—

[

N =

fv
TN —
f"‘c_«f\‘l % Pancreas \)

Cuodeno

Intestino Grosso
Reto

Cloaca

Figura 1. Sistema Digestoério da ave: esdfago, papo, proventriculo, moela, intestino delgado
(duodeno, jejuno e ileo) intestino grosso (ceco, reto), cloaca, figado e pancreas.
Fonte: Moran (1982).

O esb6fago é um tubo longo, localizado entre a orofaringe e a parte glandular do
estdbmago (pro-ventriculo). Possui paredes finas e dilataveis com grande capacidade de

distensao e tem por fungao conduzir o bolo alimentar da orofaringe para o proventriculo.

11
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Apresenta glandulas mucosas que secretam muco para amolecer os alimentos (Gary e
Duke, 1988).

O esoéfago localiza-se caudalmente a quinta vértebra cervical, no lado direito do
pescogo, entre a veia jugular, o vago e o timo, na parte dorsal e a traqueia, na parte
ventral. Na entrada toracica, sua parede ventral expande-se e forma um diverticulo
sacular impar, denominado papo ou ingluvio (Gurtler et al., 1987; Boaro, 2009). O papo
€ um orgao primariamente de armazenamento temporario de alimento e esta localizado
em posigao ventrolateral ao eséfago e cranialmente a clavicula e musculos peitorais. As
superficies internas do eséfago e do papo possuem pregas longitudinais e estao
revestidas por epitélio estratificado pavimentoso. No papo, entretanto, estdo presentes
glandulas mucosas apenas proximo ao esbdfago (Getty, 1987). Este compartimento
permite que as aves consumam grande quantidade de racdo em um curto periodo e
facam a digestado posteriormente, se necessario (Boaro, 2009).

As principais funcbes do papo consistem no armazenamento do alimento e na
regulagdo do enchimento gastrico, ocorrendo o amolecimento e umedecimento do
alimento pela saliva. A secrec¢ao do papo contém predominantemente muco, ndo sendo
encontradas enzimas (amilase) em quantidades significativas para a digestdo, porém
pode apresentar enzimas provenientes do refluxo dos conteudos do pré-ventriculo
(Gurtler et al., 1987) ou pequena atividade microbiana, devido a presenca de bactérias
laticas (Wali e Beal, 2011).

O estbmago glandular ou proventriculo € um érgao alongado em formato de fuso,
localizado na cavidade toracica, com comprimento médio de 5 cm. A parede glandular
do proventriculo € mais espessa que a do esbfago; a parte interna é revestida por um
epitélio simples colunar, com dois tipos de glandulas predominantes, a mucosa simples
que secreta muco e a composta que secreta muco e pepsinogénio. As glandulas sao
bem desenvolvidas e desembocam em grupo na superficie da mucosa, sendo as
glandulas compostas homologas as células parietais e principais, se comparado com o
estdmago dos mamiferos.

A principal fungdo das células do proventriculo é a produgcédo de suco gastrico e
pepsinogénio, e 0 seu baixo pH, em torno de 2,5, inibe o crescimento de patégenos,

além de ativar enzimas proteoliticas como a pepsina (Getty, 1987). As galinhas
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secretam cerca de 8,8 mL de suco gastrico por kg de peso vivo por hora, e a produgao
total de pepsina € de 2.430 U/kg de peso corporal por hora (Gary e Dukes, 1988).
Como o tempo de permanéncia do alimento no proventriculo € muito curto, de 30 a 60
minutos, essa quantidade elevada de secregado gastrica permite que o alimento seja
rapidamente embebido por pepsina e acido cloridrico e, dessa forma, direcionado para
a moela (Gary e Dukes, 1988).

O estbmago muscular das aves recebe o nome de moela e sua parede é
formada por uma musculatura forte, que permite intensas contracbes musculares. Sua
superficie interna é revestida por um epitélio simples colunar e sobre a superficie
epitelial ha uma resistente membrana pregueada. A camada muscular consiste em dois
pares de musculos lisos, que envolvem a cavidade gastrica através de dois musculos
principais, um superior e um inferior, unidos por um musculo intermediario (Gurtler et
al., 1987). Na moela, as fortes contragdes ritmicas ocorrem de trés a quatro vezes por
minuto (Boaro, 2009).

As principais fungdes da moela consistem na trituragdo e no umedecimento dos
graos que chegam apods a degluticdo, ou apds o0 armazenamento temporario no papo.
Este processo de trituragcado pode ser potencializado por fragmentos de pedras e seixos
ingeridos pelas aves. Além da trituragdo, as contragcbes aumentam o contato do
alimento com o &cido cloridrico e a pepsina, ambos oriundos do proventriculo, ou
podem promover o retorno do alimento para o pro-ventriculo, para ser novamente
embebido, através de movimentos peristalticos inversos (Getty, 1987).

O intestino delgado possui cerca de 1,5 metro e € composto por trés regides
(duodeno, jejuno e ileo), e seu pH varia de 5,6 a 7,2, dependendo da composigao da
dieta (Bertechini, 1998; Gatty, 1986; Gary e Duke, 1988). O duodeno é a primeira
porcao do intestino delgado, o jejuno € a parte mais longa do intestino delgado e
encontra-se disposto em varias alcas. O diverticulo vitelino ou diverticulo de Meckel
delimita a antiga ligacdo com o saco vitelino. O ileo continua a partir do jejuno, sem
delimitagcdo definida, sendo invariavelmente descrito como iniciado no diverticulo
vitelino, ou oposto aos apices dos cecos e delimitado posteriormente pelo ponto de
ligagao cecocolico (Boaro, 2009).
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A parede do intestino das aves, assim como todo o trato gastrintestinal, &
constituida por uma camada serosa, muscular, submucosa e mucosa (Figura 2). A
mucosa intestinal possui longos vilos e esta revestida por um epitélio simples colunar.
Os vilos intestinais sao constituidos por trés tipos de células, funcionalmente distintas:
enterdcitos, células caliciformes e as células enteroendécrinas. Os enterocitos sao
células responsaveis pelo transporte de nutrientes transepitelial do lmen para corrente
sanguinea (Gurtler et al., 1987; Gary e Duke, 1988). As células caliciformes sao
secretoras de glicoproteinas e muco, que tem a fungao de proteger o epitélio intestinal
da agao de enzimas digestivas e dos efeitos abrasivos da digesta (Maiorka, 2004). As
células enteroenddcrinas sao produtoras de hormodnios peptidicos (secretina e
colecistoquinina) e essas substancias participam na regulacao da digestédo, absorgéo e

utilizacdo dos nutrientes (Getty, 1987; Boaro, 2009).
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Figura 2. Estrutura geral das tunicas que constituem a parede do intestino das aves (Boaro,

2009).

Na porcdo ascendente do intestino delgado, abrem-se os ductos biliares, que
secretam acidos que degradam e emulsificam os lipidios. A secre¢do do suco

pancreatico, por sua vez, € estimulada pela presenga de secretina no lumen intestinal.
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Na primeira fase da digestao, ocorre a liberagao de bicarbonato que atua na regulagao
do pH intestinal e, posteriormente, ha a secrecdo de enzimas como amilase, lipase e
tripsina, liberadas através do ducto pancreatico, além de sacarase, maltase,
aminopeptidase e dipeptidase, secretadas pelas bordas em escova do intestino delgado
(Gurtler et al., 1987).

O intestino grosso consiste em um par de cecos e um colon curto, além do reto
continuo com ileo e cloaca. Na literatura, existem divergéncias quanto a nomenclatura
estrutural do intestino grosso das aves. Os cecos, relativamente longos nas galinhas e
perus, originam-se na jungao ileocecocdlica e seguem trajetos opostos ao lado do ileo,
ao qual se fixam por pregas ileocecais. No ceco, ocorre a maior parte da degradagao
dos nutrientes pela atividade das bactérias (Lactobacillus e Streptococcus) presentes
(Gurtler et al., 1987).

A presenca de vilos no intestino grosso ainda € discutida e acredita-se que esta
presente apenas na parte proximal do ceco. A tunica mucosa do ceco forma apenas
pregas, com paredes finas, constituidas de tecidos linfoides (Gurtler et al., 1987). Este
compartimento possui menor numero de células caliciformes, menor quantidade de
glandulas e parede mais grossa comparada ao intestino delgado. O reto curto situa-se
préximo ao meio da cavidade abdominal e estende-se caudalmente como um tubo,
quase reto, até a cloaca. A tunica mucosa do reto € semelhante a do intestino delgado,
com maior numero de células caliciformes (Getty, 1987; Boaro, 2009).

O intestino grosso das aves apresenta pequena capacidade para a digestao das
fibras e grande capacidade para absorgdo de agua e eletrélitos. E observada a sintese
microbiana de vitaminas, mas aparentemente sdo pouco absorvidas. O esvaziamento
ocorre através de ondas peristalticas que se iniciam no ceco proximal, atravessando o

reto e sendo excretada junto a cloaca (Gary e Duke, 1988; Franco, 2009).

2.5 Utilizagao de agentes antimicrobianos naturais

2.5.1 Caracteristicas e mecanismo de agao dos acidos organicos
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Desde a proibigao do uso de antibiéticos como melhoradores de desempenho na
alimentac&o animal, os acidos organicos destacam-se como alternativas nas dietas de
frangos de corte (Ricke, 2003; Maiorka et al., 2004). Dentre os acidos organicos
empregados na nutrigdo animal, os de cadeia curta, como o propiénico, com 4
carbonos, e os de cadeia média, como o caproico, com 6 carbonos, pertencem ao
grupo de acidos carboxilicos (R-COOH) (Zygmunt e Banel, 2009). Estes acidos sao
amplamente distribuidos na natureza como componentes naturais de vegetais e tecidos
animais (Costa et al., 2013). Além disso, sdo obtidos através da fermentagdo de
carboidratos, proteinas, gorduras e matéria organica no trato gastrintestinal dos animais
e humanos, realizada estritamente pela microbiota anaerdbia predominante no
intestino, e constituem parte importante do suprimento energético dos animais
hospedeiros (Ricke, 2003; Zygmunt e Banel, 2005; Costa et al., 2013).

Uma importante caracteristica dos acidos organicos é o seu potencial de
dissociacao, expresso em valores de pKa, no qual Ka é a constante de dissociagao, no
caproico e propidnico esses valores sdo de 4,88 e 4,87 respectivamente. A eficiéncia
dos acidos na inibicdo de micro-organismos depende do seu valor de pKa, que € o pH
em que 50% do acido sera dissociado (Viola e Vieira, 2007; Costa et al., 2013). Sua
inclusdo na alimentagdo animal é de grande importancia pela capacidade em reduzir o
pH dos alimentos (Franco, 2009), inibindo o desenvolvimento de micro-organismos
indesejaveis em matérias-primas e ragdes como Salmonella e Escherichia coli
causadoras de doencas (Sterzo et al., 2007).

Todos o0s micro-organismos apresentam uma faixa de pH ideal para se
desenvolver, e a alteracédo do pH pode reduzir a sua capacidade de colonizagéo
intestinal (Viola, 2006). Na forma dissociada os acidos organicos néo sao capazes de
atravessar a membrana celular bacteriana, porém, liberam no interior do intestino ions
H*, provocando a reducdao do pH atuando como uma quimica barreira contra
colonizagao bacteriana (Van Immerssel et al., 2004; Mroz, 2005).

Na forma nao dissociada, o mecanismo de agao dos acidos organicos sobre o
desenvolvimento microbiolégico intestinal ocorre devido a sua capacidade de penetrar a

parede celular bacteriana (Salmonella spp., Escherichia coli e Listeria spp., dentre
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outras) e alterar as suas fungdes normais (Van Immersseel et al., 2006; Pickler et al.,
2012; Suryanarayana et al., 2012).

Na forma n&o dissociada, os acidos organicos sao lipofilicos, reagindo e
difundindo de forma passiva através da membrana celular de bactérias gram-negativas,
para o interior do citoplasma. Dentro da célula, o acido se dissocia, liberando ions de
hidrogénio, o que consequentemente reduz o pH intracelular, acidificando o citoplasma
resultando na alteragcao do gradiente de concentragao de protons, suprimindo o sistema
enzimatico, transporte de nutrientes, sintese de aminoacidos, ATP e DNA (Mroz, 2005;
Pickler et al., 2012). Outro efeito atribuido ao acumulo de anions no interior da célula é
a diminuicdo da polaridade da membrana (Ricke, 2003; Viola e Vieira, 2007),
aumentando a difusdo dos acidos para o citoplasma (Mani-Lopez et al., 2012).

A regulacao do pH intracelular € extremamente importante para a sobrevivéncia
dos micro-organismos, sendo realizada através do mecanismo de homeostase e trocas
ibnicas (Sterzo et al., 2007; Vilas Boas, 2014). Os anions dos acidos que se difundem
livremente por meio da parede celular, tornam-se toxicos para a bactéria mediante aos
mecanismos complexos que implicam no desequilibrio anidnico, resultando em
problemas osmdéticos internos (Bassan et al., 2008). O desequilibrio provoca acumulo
excessivo de sédio (Na*), potassio (K*) ou glutamato, aumentando a pressao mecanica
sobre a parede celular do micro-organismo, o que faz com que essa se rompa
causando a morte celular (Van Immerseel et al., 2006; Viola, 2006). Além disso, o
metabolismo microbiano € dependente da atividade de enzimas, que é inibida pelo
baixo pH intracelular. Para restabelecer o equilibrio, a bactéria usa energia na forma de
ATP para eliminar prétons através da membrana, pela bomba de H* - ATPase
(Luckstadt e Mellor, 2011), consumindo toda energia produzida, provocando
esgotamento energético e a morte bacteriana (Vilas Boas, 2014).

Como mecanismo de sobrevivéncia, muitas bactérias fermentativas (Escherichia
coli e Salmonella enterica) tém a capacidade de controlar o pH intracelular, quando o
pH extracelular torna-se altamente acido, impedindo a entrada de ions de H* para o
interior do citoplasma. Isso esta atribuido ao gene ATR (gene de resposta de tolerancia
ao acido), que protege a bactéria contra a agdo do acido (Foster, 1999; Merrell e
Camilli, 2002; Alvarez-Ordéfiez et al., 2012).
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A suplementagcdo com acidos organicos em dietas para frangos de corte
apresenta resultados positivos (Viola e Vieira, 2007), melhorando o desempenho
zootécnico, principalmente pela diminuicdo na contaminacao intestinal por Salmonella
spp., Campylobacter e Escherichia coli (Van Immerseel et al., 2004; Chaveerach et al.,
2004). O controle de patdgenos intestinais reduz os danos causados aos tecidos
epiteliais, como a redugédo na espessura da mucosa, mantendo a integridade dos vilos
intestinais e melhorando os processos de digestao e absorgao no intestino (Gunal et al.,
2006).

Particularmente em aves, as bactérias patogénicas (Salmonella spp.) atingem o
trato digestorio apds passarem pelo papo (ingluvio), onde existe um ambiente com pH
baixo, atuando como importante barreira para impedir ou diminuir a colonizacdo de
patdgenos (Freschi, 2014). Com as mudangas quimicas e microbioldégicas que ocorrem
neste compartimento, ha aumento da populacdo de bactérias laticas (Lactobacillus),
capazes de reduzir o crescimento de Enterobactérias no papo, por exclusao
competitiva, diminuindo a capacidade de aderéncia das bactérias com fimbrias as
paredes do trato intestinal (Hume et al., 1993; Hinton et al., 2000; Hume, 2011),
beneficiando a mucosa intestinal das aves (Viola e Vieira, 2007).

A redugao do pH gastrico diminui o transito gastrintestinal, aumentando o tempo
de retencdo dos alimentos e potencializando a atividade de enzimas proteoliticas
(Costa et al., 2013). Este efeito é decorrente da liberagcao de ions H*, reduzindo o pH do
estdbmago, estimulando a conversao de pepsinogénio (inativo) em pepsina (forma ativa),
melhorando a digestao de proteinas, além de inibir o crescimento bacteriano por efeito
bactericida (Mroz, 2005; Kil et al., 2006). Além disso, os acidos organicos estimulam a
secregao exocrina de enzimas pancreaticas e bicarbonato, contribuindo para a digestao
de aminoacidos e lipidios no intestino (Luckstadt e Mellor, 2011; Suryanarayana et al.,
2012).

2.5.2 Formacgao e ocorréncia de isotiocianato de alila na mostarda

As mostardas sao plantas cruciferas, da familia Brassicaceae, assim como

repolho, brdcolis e outras espécies. Os glucosinolatos sdo os principais metabdlitos
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secundarios encontrados em plantas cruciferas, os quais sao convertidos em
isotiocianatos, principal componente do 6leo essencial da mostarda (Daxenbichler et al.,
1991; Hanschen et al., 2012; Marton e Lavric, 2013). Os glucosinolatos parecem estar
presentes em todas as partes das plantas (raiz, caule, sementes e folhas) das espécies
cruciferas (Figura 3), e sdao bem conhecidos pela sua importante participacédo na
protecédo e resisténcia das plantas contra insetos e organismos patégenos (Sgnderby et
al., 2010).

. R._S-glucose
A) -f&a_: — 8) xh,; g
R 5 O 10—50;
i O glucosinolato
I 2 2
mirosinase
glucnse%
R, SH '|
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- R—=nN ="
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Figura 3: A) Estrutura dos glucosinolatos, cadeia lateral “R” derivada a partir de aminoacidos. B)
Catalisagdo das moléculas de agliconas pela enzima mirosinase, enquanto os produtos finais
sdo formados n&o enzimaticamente ou através de uma proteina (Adaptado de Chen e
Andreasson 2001; Mithen et al., 2010).

Em todas as plantas do género Brassica ha presengca de glucosinolatos
localizados em vacuolos e da isoenzima mirosinase (tioglucosideo glucohidrolase, EC
3.2.3.147) localizada no citoplasma, encontrados dentro dos tecidos vegetais intactos,
(Yabar et al., 2011; Ghawi et al.,, 2013). Quando ocorrem danos as estruturas dos
tecidos (mastigacéo, corte, maceragao), os glucosinolatos séo liberados e entram em
contato a enzima mirosinase. Na presenca de agua, ocorre a clivagao das ligagdes tio-

glicose dos glucosinolatos produzindo glicose e agliconas (thiohydroxamate-O-
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sulfonato), compostos altamente instaveis, que dependendo das condigdes de pH e
disponibilidade de ions ferrosos da reagao, formam varios produtos de degradagao
bioativos, através de uma via conhecida como “via rearranjo de Lossen”, formando
isotiocianatos, tiocianatos, nitrilos, epitionitrilos ou oxazolidina-2-tionas, o0s
glucosinolatos que dao origem ao isotiocianato de alila sdo conhecido também como
sinigrina e encontrado principalmente na mostarda marrom. (Bones e Rossiter, 1996;
Halkier e Du, 1997; Luciano 2010; Marton e Lavric, 2013).

Aproximadamente 120 glucosinolatos foram identificados e partilham uma
estrutura quimica que consiste de um residuo de 3-glucopiranose, ligado através de um
atomo de enxofre, grupos hidroxilicos ou carbdnicos, além de um grupamento “R”
variavel, ligado por um grupo metileno (Fahey et al., 2001; Halkier e Gershenzon 2006;
Agerbirk e Olsen 2012). Os glucosinolatos conhecidos comumente pelos nomes de
sinigrina (2-propenilo ou alilo glucosinolatos) e sinalbin (glucosinolato 4-hidroxibenzil),
identificados na semente de trés espécies de mostarda, em maior quantidade na
marrom (Brassica juncea), preta (Brassica nigra) e a branca (Sinapis alba),
respectivamente (Fahey et al., 2001).

De maneira geral, os isotiocianatos sao caracterizados pela presenga das
ligacdes entre grupos de -N=C=S, em que o atomo de carbono central & altamente
eletrofilico, sendo atribuido a isto o seu potencial biolégico (Marton e Lavric, 2013). O
sistema de glucosinolatos-mirosinase € descrito como um sistema de defesa quimica
ativada apos danos no tecido de plantas especializadas e, ainda ha indicios de que
pode ocorrer hidrolise dos glucosinolatos no trato gastrintestinal sob a agdo de alguns
micro-organismos (Halkier e Gershenzon, 2006), atuando contra um amplo espectro de
agentes potencialmente patogénicos.

Os glucosinolatos, relatados como principais precursores dos
componentes do 6leo da mostarda tém sido utilizados por milhares de anos pelos
humanos (Kalemba e Kunicka, 2003). Os 6leos essenciais extraidos da mostarda tém
potencial antimicrobiano, quando testados em alimentos (Burt, 2004). Zhang (2004)
relatou que o isotiocianato de alila € um dos antimicrobianos de origem vegetal mais

potente, justificando assim o uso desses produtos naturais contra o crescimento de
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bactérias patogénicas presentes em matérias-primas ou substratos que compdem a

racao animal.

2.5.3 Isotiocianato de alila: Mecanismo de agao

A auséncia de seguranga alimentar coloca em risco a saude publica e € motivo
de grande preocupagao para os consumidores, agéncias reguladoras e industrias de
alimentos em todo o mundo (Borges et al., 2014). As iniciativas para o controle de
doencas transmitidas por alimentos visam reduzir, inibir ou retardar o crescimento de
micro-organismos sobre os produtos alimentares, utilizando compostos de origem
natural (Jacob e Anwar, 2008; Jang et al., 2010).

Os isotiocianatos apresentam atividades biocidas contra uma vasta gama de
patdgenos bacterianos (Dufour et al., 2012; Wilson et al., 2013). Jang et al. (2010),
observaram que o isotiocianato teve efeito antibacteriano contra inumeras bactérias,
tais como a Salmonella enterica, além de efeitos fungicidas (Vig et al., 2009).

Os mecanismos de acdo pelo qual os isotiocianatos atuam sobre as bactérias
(Turgis et al., 2009; Dufour et al., 2015), ocorrem devido a presen¢a de um atomo de
carbono e enxofre altamente reativos (-N=C=S) em sua estrutura (Zhang, 2012; Dufour
et al., 2015). O potencial eletrofilico do isotiocianato parece interagir com os
componentes da superficie da membrana celular bacteriana, modificando suas
propriedades fisico-quimicas, alterando a caracteristica hidrofébica da membrana e
afetando a integridade da membrana citoplasmatica das bactérias gram-positivas (Burt,
2004). Este efeito também é observado em bactérias gram-negativas, alterando o
carater hidrofébico da camada lipopolissacaridea (LPS), penetrando na membrana
citoplasmatica e provocando a inativagdo de enzimas, causando a morte das bactérias
(Borges et al., 2014).

Para Carson et al. (2002), um indicativo dos danos irreversiveis provocados na
membrana citoplasmatica é a perda do material citoplasmatico como K*, comprovando
a capacidade de reacdo com a membrana celular externa. A atividade antimicrobiana
pode envolver também reagdes com os grupos tidis e glutationa ou atividade redox das

proteinas, com subsequente inibicdo das atividades das enzimas sulfidricas e inibi¢ao
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das defesas baseadas no desequilibrio redox intracelular (Kolm et al., 1995; Jacob e
Anwar, 2008).

Os carbonos dos isotiocianatos sdo bastante eletrofilicos e reagem facilmente
com nucledfilos, como tidis e aminas, e tais reacdes resultam em modificacbes das
proteinas e processos bioquimicos (Jacob e Anwar, 2008). Os isotiocianatos atacam
tidis aleatoriamente, bem como aminas, peptideos, proteinas e enzimas, sendo que
esse mecanismo de acgao esta relacionado com a reatividade com grupos sulfidricos
(Dufour et al., 2015). Ao reagir com tidis (RSH), e derivados de cisteina (Cis) das
proteinas, através de um mecanismo de troca pela glutationa transferase, podem
formar dissulfetos mistos (RSSR'), provocando modificagbes de proteinas e enzimas,
prejudicando o bom funcionamento das células e causando sua morte (Jacob et al.,
2003), além disso, o isotiocianato de alila inibe a enzima acetato quinase responsavel
pelas reagdes metabdlicas importantes em bactérias (Luciano e Holley, 2009).

As alteragdes desencadeiam diversos eventos prejudiciais, como a conversao de
uma molécula de O em um radical superdoxido de oxigénio, ponto de partida para
formar varios tipos de oxigénios reativos. O Oz é convertido em H202 pela superoxido
dismutase (SOD), enzima especifica presente em micro-organismos, alterando a
proliferacdo celular. Entre muitas reagdes possiveis, o H.O2 pode ser reduzido por
transferéncia de um elétron para um radical hidroxila (HO), na presenca de ferro e ions
de cobre se tornando altamente reativo para qualquer biomolécula a base de carbono.
Este composto oxida DNA, RNA, proteinas, lipidios e enzimas, resultando em morte
celular (Dufour et al., 2013 e 2015).

Os Isotiocianatos podem inibir sitios de ligacdo de ATP e de P-ATPase em
bactérias como Esherichia coli (Breier e Ziegelhoffer, 2000). As alteracbes causadas
através das modificagdes dos residuos de cisteina e das proteinas relacionadas com a
sintese de ATP, reduzem o consumo de oxigénio e o teor de ATP intracelular, o que
sugere mudanga no equilibrio do metabolismo energético (Dufour et al., 2013). Este
efeito pode contribuir para a acdo antimicrobiana do ITA em células bacterianas,
perturbando a homeostase e o equilibrio redox das células (Dufour et al., 2012).

Portanto, a eficacia do ITA pode ser dependente tanto da taxa de degradacéao
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espontanea de ITA com tiol, como dos mecanismos dos processos especificos isolados
(Dufour et al., 2012).

2.5.4 Formacgao e ocorréncia de carvacrol no orégano

O orégano pertence a familia Lamiaceae (Labiatae), da qual também fazem parte
o manjericdao (Ocimum basilicul L.), o alecrim (Rosmarinus officinalis L.) e a salvia
(Salvia officinalis L.) (Fonseca, 2012). Os oOleos essenciais sdo chamados de oleos
volateis ou ésteres, sendo considerados como metabdlitos secundarios. O carvacrol,
metabdlito secundario do orégano, € um composto volatil (fenilpropenos e terpenos),
caracterizados por uma atividade sensorial forte (Picone et al., 2013), de baixo ponto de
ebulicdo, associados a plantas aromaticas, conhecidas como "ervas e especiarias”
(Brenes e Roura, 2010).

Dentre os metabdlitos, os terpendides sdo encontrados com maior frequéncia e
compreendem todas as substancias cuja origem biossintética deriva de unidades do
isopreno (2-metil-1,3-butadieno) e sdo sintetizadas pela via do mevalonato (Pereira e
Cardoso, 2012). Nao ha genes ou enzimas responsaveis pela formagao do carvacrol,
existe apenas para formacao de y-terpineno, precursor de monoterpeno, que ira compor
0 Oleo essencial, produzido em tricomas glandulares, situadas nas partes aéreas das
plantas (Grades, 2011).

A formagdo do carvacrol ocorre através dos produtos da biossintese de
terpendides, como substrato de monoterpenos e sesquiterpenos, que sao
provavelmente derivados da hidroxilagdo de um dos produtos ciclicos iniciais de y-
terpineno. Em estudos recentes com dois cultivares de orégano (Origanum vulgare) foi
demonstrado que o y-terpinene é formado a partir de geranil difosfato (GPP) por
monoterpenos-sintetases (Crocoll et al.,, 2010). A ocorréncia de y-terpineno € um
mecanismo comum de biossintese de carvacrol. Os monoterpeno-sintases sao
responsaveis por produzirem a maior parte dos componentes de terpenos do o6leo
essencial do Origanum vulgare, pela conversdo do geranil difosfato (GPP) em
intermediarios ciclicos, formando um cétion de linalilo, dando origem ao a-terpinilo,

precursor central para formar y-terpineno. Nestas reagdes, os esqueletos de carbonos
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lineares de GPP e difosfato de farnesilo (FPP) sdo reagrupados formando esqueletos
de base de terpeno por terpeno-sintases (Lee et al., 2004; Grades, 2011).

A biossintese de terpenos nas plantas ocorre pela via mevalonato (MVA),
localizado no citosol, peroxissomas e no reticulo endoplasmatico (ER). Na via do
mevalonato, os terpenos sao formados a partir de compostos com cinco carbonos, onde
o difosfato de dimetilallo e o difosfato de isopentenilo serdo unidos por
preniltransferases para formar difosfato de geranilo (GPP, C10), precursor de
monoterpenos (Grades, 2011; Tholl, 2006). Os monoterpenos oxidados de carvacrol
sdo provavelmente derivados de um dos produtos iniciais ciclicos de y-terpineno
(Poulose e Croteau, 1978). A oxidagao, reducdo, rearranjo (fechamentos de anéis
adicionais), conjugacao e isomerizagdo de duplas ligagdes sao resultados de uma
grande diversidade de estruturas de monoterpenos (Grades, 2011).

A grande diversidade de terpenos é devido ao grande numero de diferentes
enzimas terpeno-sintases, produzindo multiplos produtos responsaveis pela enorme
diversidade estrutural de mono e sesquiterpenos. A estreita relacao de y-terpinene com
a composicao dos terpenos indica que a regulagdo e transcricdo de genes para a
sintese de terpenos € o0 mais importante mecanismo regulador de controle e
composicao de terpenos em Origanum vulgare (Tholl, 2006; Degenhardt et al, 2009;
Crocoll et al., 2010).

2.5.5 Carvacrol: Mecanismo de agao

Os alimentos s&o naturalmente contaminados e devem ser submetidos a
tratamentos tornando-os microbiologicamente estaveis. Diante disso, o uso de
conservantes naturais € uma abordagem adequada para evitar a proliferacdo de
bactérias (Belda-Galbis et al., 2014), devido aos seus efeitos antimicrobianos. O
carvacrol reage diretamente com a membrana celular bacteriana rompendo as ligagdes
lipidicas (Carson et al., 2002; Ceylan e Fung, 2004; Holley e Patell, 2005; Bakkali et al.,
2008), nas partes hidrofobicas da membrana, atravessando a parede celular e a
membrana citoplasmatica e afetando a estrutura das diferentes camadas de

lipopolissacarideo (LPS) dos fosfolipidios, rompendo as ligagdes lipidicas e
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aumentando sua permeabilidade (Holley e Patel, 2005; Brenes e Roura, 2010). Os
danos causados a membrana citoplasmatica dos micro-organismos alteram a
permeabilidade da membrana citoplasmatica. Este efeito interfere na replicacao
cromossdmica e na sintese proteica celular (Fei et al., 2011; Ceylan e Fung, 2004; Dias,
2011).

Esse mecanismo de agdo pode ocorrer no exterior das duas membranas
celulares das bactérias gram-negativas, desintegrando-as apds exposi¢ao aos 0leos
essenciais (Helander et al., 1998), alterando a fluidez das membranas, resultando em
perdas de radicais, citocromo C, ions de calcio e proteinas, causando stress oxidativo e
insuficiéncia bioenergética. Esta reagcdo em cadeia acontece quando os compostos se
difundem por toda a célula, desestruturando as membranas de diferentes organelas,
tais como as mitocéndrias e os peroxissomas (Bakkali et al., 2008). Esta atividade se
deve a presenca de constituintes bioativos (terpenos e terpendides), capazes de causar
lesbes e danos as células microbianas, levando a redugdo do crescimento ou morte
celular (Picone et al., 2013). A alteracao da concentragéo de Na* e K* e ions de H* leva
ao comprometimento de processos essenciais para sobrevivéncia celular, como a
ativacdo de enzimas citoplasmaticas, sintese proteica de DNA e RNA, manutencao da
pressdo osmotica, levando ao aumento de turgor e, certamente, a morte bacteriana
(Sikkema et al., 1995; Ultee et al., 1999, 2000; Bakkali et al., 2008).

De maneira geral, o carvacrol se difunde através da membrana citoplasmatica e
dissocia-se no interior do citoplasma, liberando seu préton para o citoplasma. Em
seguida, liga-se a um ion de potassio (ou qualquer outro cation) a partir do citoplasma,
que é transportado através da membrana citoplasmatica ao exterior da célula. Dessa
forma, o carvacrol na forma protonada difunde-se novamente através da membrana
citoplasmatica e dissocia-se novamente por liberagdo de um proéton para o citoplasma
(Ultee et al., 2002). Esse efeito pode ser observado em bactérias gram-negativas e
gram-positivas, podendo variar pelo tempo de exposigcdo e concentragcdo utilizada

(Inamuco et al., 2012).

2.5.6 Antimicrobianos naturais na dieta de frangos
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Os animais de producao infectados por agentes patogénicos entéricos sao
muitas vezes identificados como fontes primarias de doengas de origem alimentar aos
seres humanos, causando varios problemas de saude publica (Silva et al., 2010). Para
controlar a presencga de patdégenos na produgao animal, muitos paises tém buscado por
melhoradores de desempenho de origem natural que garanta o desempenho e a saude
animal (Tiihonen et al., 2010). Nesta classe, encontram-se os aditivos derivados de
plantas e animais, com potencial para serem utilizados na alimentagdo animal para
inibir o crescimento de patégenos melhorando a saude intestinal, atuarem diretamente
no metabolismo animal e promoverem maior crescimento (Windisch et al., 2008). Os
diferentes mecanismos de agdo dos OEs e dos acidos organicos estdo relacionados
com seus efeitos sensoriais, metabdlicos, antioxidantes e antimicrobianos (Maiorka et
al., 2004; Brenes e Roura, 2010).

Uma das formas de uso na alimentagao animal é a aplicagcao de 6leos essenciais
e acidos organicos na ragao, para inibir o crescimento de bactérias e melhorar as
condigbes intestinais do animal apos a ingestdo da ragdo. Bona et al. (2012)
observaram que o uso de 100 ppm de uma mistura de 6leos essenciais (orégano,
alecrim, canela e extrato de pimenta) na alimentagcdo de frangos reduziu lesdes
especificas causadas no intestino por Salmonella, Eimeria e Clostridium, além de
reduzir as contagens destas bactérias no conteudo do ceco das aves. Johny et al.
(2010) observaram que as culturas de Salmonella Enteritidis e Campylobacter jejuni
resistentes a antibidticos, coletadas do trato intestinal de frangos, reduziram
rapidamente quando expostas a 50 ppm de carvacrol e 75 ppm de eugenol in vitro.
Maiorka et al. (2004) observaram que a mistura de 0,05% de &acidos orgéanicos
(fumarico, latico, citrico e ascorbico) adicionados a ragao melhoraram o desempenho de
frangos corte com efeito antibacteriano principalmente contra Escherichia coli,
Salmonella e Campylobacter (Ricke, 2003).

Outros efeitos sdo observados no trato gastrintestinal dos animais com o uso de
compostos naturais (0leos essenciais e acidos organicos), como a melhora na
conversao alimentar (Algicek et al., 2003; Maiorka et al., 2004), melhora da morfologia
intestinal e do desempenho de frangos de corte (Windisch et al., 2008; Johny et al.,

2010). Em estudo realizado por Ertas et al. (2005), utilizando 200 ppm de uma mistura
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de Oleos essenciais na dieta de frangos de corte, foi observado aumento no ganho
diario de peso e melhora na conversao alimentar, em relagdo ao grupo controle e ao
grupo que recebeu antibidticos. Sterzo et al. (2007) observaram que os acidos
organicos sao capazes de prevenir e inibir a colonizagdo por Salmonella Enteritidis no
intestino das aves. OEs, assim como os acidos organicos, tém mostrado resultados
promissores em inibir varias infec¢des intestinais em diversos modelos experimentais
(Maiorka et al., 2004; Tiihonen et al., 2010). Isso sugere que estes aditivos tém elevado
potencial para substituirem os antibiéticos melhoradores de desempenho para frangos

de corte.

2.6 Utilizagcao de modelos laboratoriais para simulagcao de digestao

A digestao simulada comegou a ser utilizada durante a década de 60, onde
investigava-se a importancia das fibras indigeriveis na dieta para humanos. A técnica
de fermentagdo in vitro surgiu como alternativa para reproduzir 0s processos
fisiologicos, no entanto, os primeiros métodos aceitos para determinar e caracterizar as
fibras indigeriveis presentes na dieta foram desenvolvidos por Van Soest (1966). As
técnicas aprimoradas e utilizadas a partir deste periodo eram capazes de simular a
digestdo humana através da utilizagdo de um processo in vitro, utilizando enzimas de
mamiferos, em um procedimento que melhor reproduzia as caracteristicas fisioldgicas
do trato digestério do homem (Honig e Rackis, 1979), avaliando a digestibilidade de
carboidratos nao digeriveis (Englyst et al. 1982).

Nos ultimos anos tem havido grande interesse em estudos com disponibilidade
de alimentos e nutrientes protegidos ou encapsulados e com culturas de micro-
organismos (probiodticos) que melhorem as condi¢gdes do trato digestério. Com isso,
modelos de digestdo in vitro estdo sendo amplamente utilizados para verificar a
digestibilidade (Malathi e Devegowda, 2001; Fengying et al., 2011), liberacdo dos
componentes (Marambe et al., 2011) e biodisponibilidade (Versantvoort et al., 2005)
dos alimentos em condigbes gastrintestinais simuladas. No entanto, os resultados
obtidos com modelos de digestdo in vitro ainda sao diferentes dos encontrados

em modelos in vivo, pela dificuldade em reproduzir com precisdo as condi¢des fisico-
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quimicas altamente complexas e eventos fisiolégicos que ocorrem no aparelho
digestorio de animais (Martinez-Haro et al., 2009; Hur et al., 2011).

A utilizagdo de animais fornece resultados mais precisos, no entanto, a obtencéo
dos resultados sao demorados e de custo elevado (Giuberti et al., 2012). Por isso, o
uso de um modelo laboratorial para verificar o efeito antimicrobiano de compostos de
origem natural, durante o processo de digestdo animal, nas mesmas condi¢des
gastrintestinais (Michiels et al., 2007), pode fornecer dados mais rapidos além de ser
alternativa ao uso de animais (Avantaggiato et al., 2003).

Os estudos realizados até o presente momento, simulando o trato gastrintestinal
de frangos de corte, estdo voltados apenas a determinacdo da digestibilidade e
disponibilidade de nutrientes (Weurding et al. 2001). Walk et al. (2015) avaliaram a
interacdo e disponibilidade de Ca e P, adicionando fitase na ragdo, simulando as
condigbes gastrintestinais (temperatura, pH e secregdo de enzimas) de frangos de
corte. Weurding et al. (2001), por sua vez, utilizaram o método in vitro para determinar a
digestibilidade do amido no proventriculo e na moela.

Outro estudo realizado por Wali e Beal (2011), simulando o trato digestorio
(papo, proventriculo, moela e intestino delgado) de frangos de corte, demonstrou que,
além de sobreviver as condicdes intestinais, as populagdes de Lactobacillus salivarius
inibiram o crescimento de Salmonella Typhimurium. Chang e Chen (2000) simularam o
aparelho digestdrio de frangos (papo, proventriculo, moela, intestino delgado e grosso)
para investigar o impacto de uma cultura mista de Lactobacillus sobre a colonizagao
intestinal por Campylobacter jejuni, e observaram que apo6s todo processo de
simulagao, nao foi detectada a presenca C. jejuni no intestino grosso. Esses autores
sugerem que bactérias laticas podem inibir o crescimento de micro-organismos
indesejaveis no trato gastrintestinal, contribuindo para o crescimento de micro-
organismos benéficos na produgéo de frangos.

Apesar do potencial antimicrobiano dos 6leos essenciais e dos acidos organicos
serem comprovados (Chacon et al., 2006; Pickler et al., 2012), ainda ndo é possivel
afirmar que estes sao eficazes contra Salmonella ou qualquer outro micro-organismo
durante a simulacdo da digestdo, devido a baixa solubilidade em agua e elevada

volatilidade dos 6leos essenciais. Além disso, ndo existem informagdes na literatura
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sobre o efeito antimicrobiano contra bactérias patogénicas e ndo patogénicas em um
processo de digestao in vitro de frangos de corte.

Os usos de compostos naturais melhoram a conversao alimentar e a morfologia
da mucosa intestinal garantindo bons indices de desempenho de frangos de corte
(Algicek et al., 2003; Maiorka et al.,, 2004; Ertas et al. 2005; Michiels et al., 2007;
Windisch et al., 2008; Johny et al., 2010). Estes compostos podem inibir a colonizagao
por Salmonella Enteritidis no intestino de frangos de corte, prevenindo contra varias
infecgdes intestinais em diversos modelos experimentais (Maiorka et al., 2004; Sterzo et
al., 2007; Tiihonen et al., 2010). Portanto, esses compostos devem ser testados nas
mesmas condigdes gastrintestinais dos animais, avaliando seus efeitos contra
populagdes microbianas mistas, para compreender plenamente o seu potencial
antimicrobiano como uma alternativa aos melhoradores de desempenho convencionais
(Michiels et al., 2007).
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CAPITULO 3

ANTIMICROBIANOS NATURAIS PARA CONTROLE DE SALMONELLA
ENTERITIDIS NA RACAO E NO TRATO DIGESTORIO SIMULADO DE
FRANGOS DE CORTE

Natural antimicrobial in control of Salmonella Enteritidis in feed and trough simulated

digestion of broilers

RESUMO

O presente trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar o efeito antimicrobiano in
vitro de 6leos essenciais (OE) e acidos organicos (AO), isolados ou em combinacgao,
sobre a populagao de Salmonella Enteritidis na ragcdo e no trato digestoério simulado de
frangos de corte. Para os OE, foram testadas doses de 12,5 a 800 ppm de isotiocianato
de alila (ITA) e doses de 50 a 800 ppm de carvacrol (CV). Para os AO, foram utilizadas
doses de 37 a 297 ppm de acido propidnico (PROP) e doses de 23 a 930 ppm de acido
caproico (CAP). As diferentes doses dos antimicrobianos foram adicionadas em caldo
TSB, em pH 6,0, e avaliadas frente a um pool de 5 cepas de Salmonella Enteritidis,
incubado a 37°C/24h. A partir dos valores de concentragao inibitéria minima (CIM) dos
compostos isolados, foram testadas combinacdes de OE + AO com doses reduzidas
em 1/2, 1/4 e 1/8 da CIM para avaliar o efeito combinado dos aditivos. Os
antimicrobianos selecionados foram adicionados em uma ragdo comercial para frangos
de corte na fase inicial para avaliar seus efeitos contra Salmonella Enteritidis. Para esta
etapa, as concentragdes de antimicrobianos utilizadas foram: T1 — controle (inoculado
de Salmonella Enteritidis); T2 - 62,5 ppm de ITA + 175 ppm de CAP; T3 - 125 ppm de
ITA + 350 ppm de CAP; T4 - 187,5 ppm de ITA + 525 ppm de CAP. As contagens de
Salmonella foram realizadas a cada dois dias, durante 8 dias. Em seguida, o tratamento
com melhor efeito contra Salmonella foi selecionado para a simulagdo da digestao (in
vitro) de frangos, frente ao pool de Salmonella Enteritidis e Lactobacillus plantarum.
Para isso, foi utilizada ragao comercial de frangos de corte, na fase inicial, sem adi¢cao
de antibidticos e com a inclusdo de ITA e CAP nas concentragdes de 187,5 ppm e 525
ppm. A ragdo com os antimicrobianos foi submetida ao processo de digestao in vitro
pelo tempo total de 4h20min. Foram avaliados os compartimentos que simulavam as
condi¢gdes enzimaticas, de pH, temperatura e agitacao do papo, proventriculo, moela,
intestino delgado e intestino grosso. Entre os OEs, a menor CIM foi obtida para o ITA
(25 ppm) enquanto que a CIM do CV foi de 150 ppm; e entre os AOs, o CAP
apresentou efeito inibitério em menor dose (70 ppm), enquanto a CIM do PROP foi de
75 ppm. Nos testes de sinergia, a menor concentracdo combinada que apresentou
efeito sinérgico foi a de 6,25 ppm de ITA e 17,5 ppm de CAP. Na racéo, o T4 reduziu a
presenca de Salmonella Enteritidis de 2.63 £ 0,21 log para niveis indetectaveis (<1,25
log) apos 8 dias (P<0,05). No processo de digestédo in vitro, foi observada diferencas
(P<0,05) nas contagens de Salmonella Enteritidis. No entanto, a populacdo de
Lactobacillus plantarum nao sofreu alteracdo. A combinacédo de 187,5 ppm de ITA e
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525 ppm de CAP foi eficiente contra Salmonella Enteritidis em racdo e apds o processo
de digestao in vitro, ndo afetando a contagem de Lactobacillus plantarum no intestino
delgado.

Palavras-chave: Antimicrobianos naturais, frangos, digestdo simulada, efeito sinérgico,
e sistema digestorio.

ABSTRACT

This in vitro study was carried out to evaluate the antimicrobial effect of essential oils
(EO) and organic acids (OA), alone or combined, against Salmonella Enteritidis and
Lactobacillus plantarum. The tested doses of allyl isothiocyanate (AITC) were 12.5 to
800 ppm, while 50 to 800 ppm were tested to carvacrol (CV). Further, propionic and
caproic acids (CAP) were tested using doses of 37 to 297 ppm and 23 to 930 ppm,
respectively. The different doses of these antimicrobial agents were added in TSB broth,
pH 6.0, and evaluated against five strains of Salmonella Enteritidis, incubated at
37°C/24h, to find the minimal inhibitory concentration (MIC). After finding the MICs from
these isolated compounds, the association of EO + OA in concentrations of 1/2, 1/4, and
1/8 from the MIC was tested to investigate if there is a synergic antimicrobial effect. The
tested antimicrobials were included in a commercial feed for broiler chickens to assess
its effects on growth of Salmonella Enteritidis. For this step, the antimicrobial
concentrations used were T1 - control (only inoculated with S. Enteritidis); T2 - 62.5 ppm
of AITC + 175 ppm of CAP; T3 - 125 ppm of AITC + 350 ppm of CAP; T4 - 187.5 ppm of
AITC + 525 ppm of CAP. Afterwards, Salmonella counts were performed on 0, 2, 4, 6,
and 8 days to assess the antibacterial effect of the AITC + CAP. Then treatment with a
better antibacterial effect against Salmonella was selected to simulate the in vitro
digestion of chickens, against the pool of Salmonella Enteritidis and Lactobacillus
plantarum. For this, a commercial feed was used for broiler chickens in the initial stage
of life, without antibiotics, with inclusion of AITC and CAP at concentrations of 525 ppm
and 187.5 ppm, respectively, and a control treatment without antimicrobials. The feed
with antimicrobials was submitted to in vitro digestion by 4h20min. The in vitro digestive
process was mimicked in the crop, proventriculus, gizzard, small intestine and large
intestine compartments of broilers, in enzymatic conditions, pH, temperature and
agitation specific for this species. Among the EO, the lowest MIC was obtained for AITC
(25 ppm), the MIC CV was 150 ppm; and among the OA, the CAP showed inhibitory
effect in the smaller dose (70 ppm), the MIC PROP was 75 ppm. The association of 6.25
ppm of AITC and 17.5 mM of CAP was the lowest dose capable of presenting
synergistic effect. In the feed, the T4 reduced from 2.63 + 0,21 log to undetectable levels
(<1.25 log) the presence Salmonella Enteritidis on 0 to 8 days. After the in vitro
digestion, T4 also decreased (P<0.05) accounts of Salmonella Enteritidis. The
Lactobacillus plantarum cultures collected from the digesta were not altered. The
combination of 187.5 ppm of AITC and 525 ppm CAP was effective against Salmonella
Enteritidis strains in the feed, and afterwards, in vitro digestion, however, did not affect
the Lactobacillus plantarum colonies in the mimicked small intestine.

Keywords: Natural antimicrobial, broilers, simulated digestion, synergistic effect and
digestive system.
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3.1 INTRODUGAO

A produtividade na avicultura tem se destacado nos ultimos anos, e este avanco
€ observado principalmente na produgéo de frangos de corte. O Brasil € considerado,
atualmente, o segundo maior produtor e o maior exportador de carne de frango do
mundo. Em 2015, as exportagdes brasileiras de carne frango apresentaram aumento de
15,2% em relagdo ao ano anterior, totalizando 3,9 milhdes de toneladas, que
representaram 6,5 bilhdes de dolares (ABPA, 2015).

Com a intensificagao da produgédo de frangos, o controle sanitario tornou-se um
procedimento prioritario nas granjas (Kottwitz et al., 2012; Pandini et al., 2014). Entre os
patdgenos mais veiculados pelos produtos avicolas estd a bactéria Salmonella
Enteritidis, causadora de doencas entéricas de origem alimentar em humanos e capaz
de provocar perdas na produtividade animal (Mead et al., 2010; Olaimat e Holley, 2013).
Anualmente, sdo documentados pela European Food Safety Authority (EFSA, 2015)
mais de 100.000 casos de doencas entéricas, sendo a Salmonella Enteritidis
responsavel por 39,5% dos casos. De acordo com os dados do Center for Disease
Control and Prevention (CDC), cerca de 1 milhdo de casos de salmonelose ocorre a
cada ano nos Estados Unidos da América (Scallan et al., 2011) e entre 200 milhdes a
1,3 bilhdo de casos em todo o mundo (Coburn et al., 2007). S. Enteritidis representa
85% dos casos de salmonelose na Europa, 38% na Asia e 31% na América Latina e no
Caribe (Cardoso, 2013).

As espécies de Lactobacillus sao colonizadoras autoctones do trato
gastrintestinal de frangos de corte, estando presentes desde a primeira semana de vida
(Hilmi et al., 2007) das aves, melhorando a saude intestinal, o desempenho e
prevenindo de doengas (Stephenson et al., 2010). Lactobacillus sao bactérias
produtoras de acido lactico, muito utilizadas como probidticos para humanos e animais,
atuando no controle de enteropatogénicas (WIli e Beal, 2012).

Devido ao risco de desenvolvimento de micro-organismos multirresistentes a
antibioticos, a Comiss&o Europeia (CE) decidiu eliminar progressivamente e, proibir em
1° de janeiro de 2006, a comercializagdo e a utilizagdo de antibiéticos como

melhoradores de desempenho na producido animal (Huyghebaert et al., 2011). Desde
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entdo, o interesse por antimicrobianos de origem natural tem aumentado
significativamente (Brenes e Roura, 2010). Neste sentido, o uso de acidos organicos e
Oleos essenciais aparece como alternativas promissoras no controle e reducado de
micro-organismos patogénicos, especialmente quando adicionados em ragao de aves e
suinos (Van Immerseel et al., 2006; Shan et al., 2007; Windisch et al., 2008).

Os acidos organicos (caproico e propionico) estdo amplamente distribuidos na
natureza como componentes naturais de plantas e tecidos animais. Estes compostos
sdo obtidos através da fermentagdo de hidratos de carbono, proteinas, gorduras e
matéria organica no trato gastrintestinal dos animais e humanos, estritamente realizada
pela microbiota anaerdbia predominante no intestino (Ricke, 2003; Zygmunt e Banel,
2005; Costa et al., 2013). Os d6leos essenciais isotiocianato de alila e carvacrol sao
produzidos por plantas da familia Brassicaceae (Mostardas) e Lamiaceae (Origanum
vulgare), respectivamente (Hanschen et al., 2012; Marton e Lavric, 2013). Eles s&o
metabdlitos secundarios de misturas complexas de compostos volateis (Picone et al.,
2013), formados e degradados sob a acdo de enzimas especificas, caracteristicos
destas espécies de plantas (Bakkali et al., 2008).

Os oleos essenciais e os acidos organicos tém sido eficientes em inibir a
proliferacdo de micro-organismos patégenos (Maiorka et al., 2004; Tiihonen et al.,
2010). No entanto, se considerarmos a complexidade e o custo de ensaios in vivo
(Giuberti et al., 2011), uma abordagem interessante para verificar os efeitos
antimicrobianos dos compostos naturais no trato digestério de frangos de corte é a
simulacao da digestao in vitro, facilitando o estudo da microbiota do trato gastrintestinal,
desempenhando um papel importante como um método de selecao rapida, para testar
potenciais aditivos antimicrobianos alimentares antes de estudos in vivo (Avantaggiato
et al., 2003), em condigbes gastrintestinais similares ao modelo in vivo, em diferentes
compartimentos do trato digestoério (Michiels et al., 2007). O presente trabalho teve
como objetivo determinar a CIM dos 6leos essenciais (OE), e acidos organicos (AO),
isolados e em combinagao, contra Salmonella Enteritidis; avaliar o efeito antimicrobiano
da combinacado de OE e AO contra S. Enteritidis em ragao de frango e avaliar o efeito
da combinacdo de OE e AO contra S. Enteritidis e contra Lactobacillus plantarum em

ragao de frango durante digestao simulada in vitro.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Todas as atividades foram desenvolvidas no Laboratério de Tecnologia de
Produtos Agropecuarios (LTPA) da Pontificia Universidade Catdlica do Parana
(PUCPR). Os antimicrobianos de origem natural utilizados foram os 6leos essenciais
carvacrol (Sigma-aldrich, Sant-louis, MO, EUA) e isotiocianato de alila (Sigma-aldrich,
Sant-louis, MO), o acido orgéanico de cadeia curta, acido propiénico (Vetec Quimica
Fina Ltda. Duque de Caixias, RJ, Brasil), e o acido organico de cadeia média, acido
caproico (Vetec Quimica Fina Ltda, Duque de Caixias, RJ, Brasil).

As cepas de Salmonella Enteritidis utilizadas foram: S. Enteritidis 9SUSP, S.
Enteritidis 33SUSP, S. Enteritidis CRIFS1016 6FP, S. Enteritidis 56301 e S. Enteritidis
CRIFS, da colecdo de cultura do laboratério de TPA. As cepas de Lactobacillus
plantarum utilizadas foram: L. plantarum 131, L. plantarum 192, L. plantarum 341 e L.

plantarum 442 e L. plantarum 343 da colec¢ao de cultura do laboratério de TPA.

3.2.1 Experimento 1: Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

3.2.1.1 Preparagao do inéculo

O ind6culo foi preparado pela ativacdo das cepas de Salmonella Enteritidis,
individualmente, em 8 mL de caldo Triptona de Soja (TSB) (HiMedia Laboratérios,
Mumbai, india) incubado em estufa (Modelo 502, Fanem, S&o Paulo-Brasil) por 24 h a
37°C. Em seguida foi preparado um pool com 100uL de cada cepa em 9,5mL de caldo

TSB, ativado pela incubagao por 2 h a 37°C.

3.2.1.2 Preparacao dos antimicrobianos de origem natural

Para determinar as concentragdes inibitérias minimas dos 6leos essenciais foi
preparada uma solugdo mae com 20 pL de 6leo e 980 uL de dimetil sulfoxido (DMSO)
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) para melhor diluicdo dos 6leos. Os acidos foram

adicionados diretamente no caldo de cultura, sem diluigdo em solu¢cao mae.
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A CIM dos dleos essenciais e dos acidos organicos frente ao pool de Salmonella
foi determinada pela técnica de diluigdo em tubos. Foram inoculados 80 uL do pool de
Salmonella em caldo TSB com pH 6,0, que recebeu diferentes concentracbes dos
antimicrobianos. Para os OEs, foram testadas doses de 12,5 a 800 ppm de
isotiocianato de alila (ITA) e doses de 50 a 800 ppm de carvacrol (CV). Para os AO,
foram utilizadas doses de 37 a 297 ppm de acido propiodnico (PROP) e doses de 23 a
930 ppm de acido caproico (CAP). Além disso foi preparado um teste sem a adigcao de
antimicrobianos. Os tubos foram incubados a 37°C por 24h. Todos os testes foram
realizados em ftriplicatas. A CIM foi definida como a menor concentracdo do

antimicrobiano onde ndo houve crescimento visivel do micro-organismo (turvagao).

3.2.2 Experimento 2: Determinagdao do efeito combinado de 6leos essenciais e

acidos organicos

Foram testadas combinagdes 6leo-Oleo, acido-acido e dleo-acido a partir das
CIM obtidas no ensaio anterior contra o pool de Salmonella Enteritidis. As cepas foram
preparadas utilizando o mesmo procedimento descrito no item 3.2.1.1. Para avaliacédo
do efeito combinado, as CIM (150 ppm de CV, 25 ppm de ITA, 70 ppm de CAP e 75
ppm de PROP) individuais dos antimicrobianos foram reduzidas em 1/2, 1/4 e 1/8. As
combinagodes (6leo-6leo, 6leo-acido e acido-acido) foram inoculadas em tubos contendo
caldo TSB com pH 6,0, previamente inoculado com 80 pyL do pool de Salmonella
Enteritidis, incubados por 24 h a 37°C (Tabela 1).

Tabela 1 - Concentragdes dos Oleos essenciais carvacrol (CV) e isotiocianato de alila
(ITA) e dos acidos organicos caproico (CAP) e propidnico (PROP) testados

em diferentes combinacodes

Concentragbes combinadas

CV ppm ITA ppm CAP ppm PROP ppm
75,0 12,5 35,0 37,5
37,5 6,25 17,5 18,7
18,7 3,12 8,75 9,37
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Todos os testes foram feitos em ftriplicata, sendo avaliadas todas as combinagdes entre os

antimicrobianos a partir da CIM obtidas nos testes anteriores, totalizando 18 combinagoes.

A CIM dos antimicrobianos combinados foi definida como a menor concentracao
dos antimicrobianos onde ndo houve crescimento visivel do micro-organismo
(turvacao). Para verificar se houve efeito sinérgico entre os antimicrobianos testados,
utilizou-se a metodologia descrita por Palaniappan e Holley (2010), na qual foi calculado
o indice de concentragao inibitoria fracionada (FIC) pela seguinte equacgao:

e indice FIC = FICA + FICB, onde A representa o antimicrobiano 1 e B o
antimicrobiano 2. O FIC foi calculado da seguinte forma:

e FICA do ¢leo = CIM do antimicrobiano 1 em combinag¢do/CIM antimicrobiano 1
individualmente

e FICB do acido = CIM do antimicrobiano 2 em combinag¢do/CIM antimicrobiano 2
individualmente

As interagdes entre os antimicrobianos foram interpretadas da seguinte forma:

e Efeito sinérgico: IFIC <0,5
¢ Nenhuma interacao: IFIC > 0,5 ou < 4,0

e Efeito antagénico: IFIC 24,0

3.2.3 Experimento 3: Efeito dos antimicrobianos naturais adicionados a ragao

sobre Salmonella Enteritidis

3.2.3.1 Preparo das amostras

Para a realizacado desta etapa do experimento, foi utilizada racado comercial para
frangos de corte em fase inicial de crescimento, fornecida por uma empresa de Nutricao
Animal (Impextraco, Curitiba, PR, Brasil), sem a adigdo prévia de qualquer
antimicrobiano (Tabela 2).

Para o estudo com a ragdo, foram selecionados apenas os compostos que
obtiveram melhor desempenho nos testes em combinagcdo, sendo 6,25 ppm de

isotiocianato de alila e 17,5 ppm de acido caproico.
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Tabela 2 - Composi¢cao percentual e valores nutricionais calculados da ragao para

frangos de corte na fase inicial

Ingredientes %
Milho moido, 8% 57,32
Farelo de soja, 45% 36,31
Oleo Soja 2,382
Calcario Calcitico 35% 1,382
Fosfato Bicalcico 1,654
Sal 0,440
L-lisina 0,039
DL-metionina 0,235
L-Treonina 0,016
Premix mineral** 0,100
Premix vitaminico*® 0,100
Antioxidante butilhidroxianisol (BHA) 0,015
Valores calculados

Proteina bruta (%) 21,00
Energia metabolizavel, kcal/kg 3.000
Fibra bruta, % 3,713
Célcio disponivel, % 0,950
Foésforo disponivel, % 0,440
Sadio, % 0,200
Potassio, % 0,280
Cloro, % 0,276
Lisina, % 1,190
Metionina + cistina, % 0,910
Treonina, % 0,800
Colina, % 0,125
Lisina digestivel, % 1,015
Metionina+cistina digestivel, % 0,805
Treonina digestivel, % 0,668

*Premix vitaminico para frangos de corte (por kg de produto). Vitamina A (min) 10.000.000 Ul/kg; Vitamina D3 (min)
2.000.000 Ul/kg; Vitamina E (min) 30.000Ul/kg; Vitamina K3 (min) 2.000 mg/kg; Vitamina B1 (min) 2.500mg/kg;
Vitamina B2 (min) 6.000mg/kg; Vitamina B6 (min) 3.000 mg/kg; Vitamina B12 (min) 15.000mcg/kg; Pantoten.de
célcio (min) 12 g/kg; Niacina (min) 40 g/kg; Biotina (min) 100mg/kg; Acido félico (min) 1.000mg/kg; BHT 100 mg/kg.
FEEDOX® DRY antioxidante. **Premix mineral para frangos de corte (kg/produto). Ferro (min) 60 g/kg; Cobre (min)
8.000mg/kg; Manganes (min) 80 g/kg; Zinco (min) 80 g/kg; lodo (min) 1.000 mg/kg; Selenio (min) 300 mg/kg.

3.2.3.2 Selecao de cepas de Salmonella Enteritidis resistentes para inoculagao na

ragao

Para a obtencao de células viaveis de Salmonella Enteritidis para inoculacdo na
ragao, foi necessario realizar a pré-adaptacédo das cepas com objetivo de aumentar sua
37
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resisténcia a ambiente com baixa umidade. Utilizou-se metodologia adaptada de Yoon
et al. (2013). As cepas foram ativadas em 10 mL de caldo TSB e incubadas por 24h a
37 °C. Em seguida, preparou-se o pool de Salmonella em 9,5 mL de TSB, adicionando
100 pL de das 5 cepas, e incubou-se por 20h a 37 °C. O pool de Salmonella foi exposto
a concentragdes sequenciais de NaCl, onde 100 uL do pool foram diluidos em 10 mL de
caldo TSB contendo 2% de NaCl, incubado por 24h a 37 °C. Apds este periodo, 100 puL
foram coletados e diluidos em 10 mL de caldo TSB com 4% de NaCl, incubado por 24h
a 37 °C. Apos a exposigao ao NaCl, 100 uL do caldo foram semeados em placas agar
Padrao para Contagem - PCA (Kasvi, Italia) contendo 4% NaCl, incubadas por 24h a 37
°C. As colbnias crescidas no Agar foram consideradas adaptadas ao meio e utilizadas

para a inoculagao na ragao (Figura 4).

Inoculo de Salmonella Enteritidis
| inoculagao (100 pL)
10 mL TSB + 2% NaCl

l
Incubacgao a 37 °C por 24 h

l
Inoculagéo da cultura (100 uL)

l
10 mL TSB + 4% NaCl

l
Incubagao a 37 °C por 24 h

l
Plagueamento em Agar PCA + 4% NaCl

l
Incubagao a 37 °C por 24 h

Figura 4. Procedimento de exposi¢cao de Salmonella Enteritidis ao aumento sequencial da concentragéo
de NaCl no meio.

3.2.3.3 Preparo do inéculo
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Apos o procedimento descrito na Figura 4, amostras das colbnias foram
coletadas por raspagem com uma al¢a de inoculagdo e diluidas em 10 mL de caldo

TSB contendo 4% NaCl e incubadas por 20h a 37 °C para posterior aplicagdo na ragao.

3.2.3.4 Inoculagao da Salmonella Enteritidis na ragao

O volume de 1,6 mL do pool ativado de Salmonella Enteritidis, adaptada ao meio
de baixa umidade, foi inoculado em 160 g de racao e, posteriormente, homogeneizado
por 2 minutos com o auxilio de mixer (Braun 300 Watt, Barcarena, Queluz de Baixo,

Portugal).

3.2.3.5 Tratamento da ragcao com antimicrobianos de origem natural

A CIM dos antimicrobianos obtida in vitro foi aumentada para verificar seu efeito
antimicrobiano quando adicionados na ragao. Para aplicacdo dos antimicrobianos na
ragao foi preparada uma solugdo mae contendo 4,80 mL de agua deionizada + 2,09 mL
de acido caproico + 75 uL de isotiocianato de alila. As amostras de ragdo previamente
inoculadas com Salmonella foram pesadas e distribuidas em tubos de plastico com
tampa de rosca de 50 mL. Apds a adicao de diferentes concentragdes de ITA e CAP
(Tabela 3), os tubos foram fechados hermeticamente e o conteudo homogeneizado por
agitacdo manual por 60 segundos. Um controle positivo, sem a adi¢cdo de ITA e CAP,
também foi realizado. As amostras foram estocadas a temperatura ambiente por um

periodo de 8 dias para a determinagao da sobrevivéncia de Salmonella.

Tabela 3 - Tratamentos de ITA e CAP adicionados a ragao de frangos para controle de

Salmonella Enteritidis

Concentracdo de antimicrobiano natural na ragéo

Componente T1 T2 T3 T4

Racao (g) 19,8 19,6 19,4 19,2
Solugdo mae (uL) - 200 400 600
ITA (ppm) - 62,5 125 187
CAP (ppm) - 175 350 525

Os testes foram feitos em tubos de 50 mL, em duplicatas. As doses dos antimicrobianos presentes na
solucdo mée estdo apresentadas em ppm para o 6leo e para o acido, ambos com pureza acima de 95 %.

(-) Nao se aplica dado numérico.

39



1108
1109
1110
1111
1112
1113
1114
1115
1116
1117
1118
1119
1120
1121

1122
1123
1124
1125
1126
1127
1128

1129

1130
1131
1132
1133
1134
1135
1136
1137

3.2.3.6 Contagem de Salmonella Enteritidis na ragao

As determinacdes de Salmonella foram realizadas, em duplicata, nos tempos de
estocagem 0, 2, 4, 6 e 8 dias. Para isso, 10g de ragao foram diluidas em 90 mL de agua
peptonada a 1% (Kasvi, Italia), e homogeneizadas em Stomacher (lul Instruments,
Barcelona, Spain) por 30 segundos. As amostras foram posteriormente pré-incubadas
em estufa a 37 °C por 1 h, para permitir a recuperacdo de células bacterianas
injuriadas. Para o procedimento de contagem de células viaveis, as amostras foram
submetidas a diluicbes decimais seriadas em tubos com 10 mL de agua peptonada
0,1%. A semeadura das diluicbes foi realizada em placas com Agar Xilose-Lisina
Deoxicolato (XLD) (HiMedia, Italia), incubadas em estufa a 37°C por 24 h, para posterior

contagem de colénias, os resultados foram expressos em log UFC/g.

3.2.4 Determinagao de pH na ragao contendo antimicrobianos

Para a mensuracédo do pH, amostras de ragcdo com inclusdo de isotiocianato de
alila e acido caproico foram coletadas ao final de cada tempo (metodologia adaptada de
Krause et al., 1994). Posteriormente, 9,0 g de cada ragédo foram suspensos em 10 mL
de agua deionizada, formando uma massa homogénea. Os valores de pH foram obtidos

utilizando um pHmetro da marca Hanna modelo Meat pH meter HI 99163.

3.2.5 Experimento 4: Simulagao da digestao in vitro de frangos de corte
3.2.5.1 Preparo do inéculo

O inéculo foi preparado pela ativacdo das cepas de Salmonella Enteritidis QUSP,
33SUSP, CRIFS1016 6FP, 56301 e CRIFS em 8 mL de caldo TSB incubado por 24 h a
37°C. Em seguida, preparou-se o pool de Salmonella em 9,5 mL de TSB, adicionando
100 uL de das 5 cepas, e incubou-se por 2h a 37 °C. O in6culo de Lactobacillus
plantarum foi preparado pela ativagdo de cinco cepas de L. plantarum em 8 mL de
caldo MRS (Kasvi, Italia), por 24 h a 37°C. Em seguida, foi preparado um pool
adicionando 100 uL de cada cepa em 9,5 mL de caldo MRS e incubado em estufa por 2
ha37°C.
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3.2.5.2 Preparo dos antimicrobianos naturais

O tratamento contendo 187 ppm de ITA e 525 ppm de CAP (T4) foi selecionado
para o teste de simulacdo da digestao in vitro por ter apresentado o melhor resultado
para inibicdo de Salmonella na ragcéo de frango (fase inicial). Esses antimicrobianos
foram previamente adicionados em uma solugcao mae contendo 4,8 mL de agua

deionizada esterilizada + 37,5 uL de isotiocianato de alila + 1,045 mL acido caproico.

3.2.5.3 Simulagao da digestao in vitro de frangos de corte

O modelo da digestao in vitro utilizado neste trabalho foi desenvolvido visando
reproduzir o processo de digestdo que ocorre naturalmente no organismo de frangos de
corte. O experimento foi realizado em erlenmeyer de 125 mL a temperatura de 41,4°C,
mantida com o auxilio de banho-maria (Dubnoff - Modelo TE-053 — Tecnal, S&o Paulo,
Brasil) com controle de agitacdo. A digestdo foi realizada em cinco etapas que
simularam os seguintes compartimentos do sistema digestorio de frangos de corte:
papo, proventriculo, moela, intestino delgado e intestino grosso, em um tempo total de
4h20min. Os tratamentos foram T1 — Controle (ragdo basal) e T2 ragdo basal com

adicdo de antimicrobianos (187 ppm de ITA e 525 ppm de CAP).

3.2.5.4 Simulagao da digestao no papo

Neste compartimento foram utilizados 5,0 g de ragdo, 10 mL de agua deionizada
estéril, ajustando o pH para 6,0 com uma solu¢cdo de HCI 1M. O tempo de digestao
neste compartimento foi de 30 minutos, de acordo com Chang e Chen (2000) e

Fengying et al. (2011).
3.2.5.5 Simulagao da digestao no proventriculo

No mesmo erlenmeyer contendo a solugao representativa do papo foi adicionado
25 mL de agua deionizada autoclavada, ajustado o pH para 2,5 com uma solugdo 1M
de HCI e adicionadas 3.850 U/mL de pepsina (Sigma, USA, Saint Louis). O tempo de
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permanéncia nesta etapa foi de 30 minutos (Fengying, et al 2011; Wali e Beal, 2011;
Walk et al., 2015).

3.2.5.6 Simulagao da digestao na moela

Foram adicionadas a solugdo anterior bolas de vidro para a simulagdo da
digestdo mecanica que ocorre na moela. Colocou-se o sistema sob agitacédo de 220
rpm, além de ajustar o pH para 3,0 com uma solugédo 1M de NaHCOs. O tempo de
permanéncia nesta etapa foi de 60 minutos (Moran 1982; Bertechini 1998; Chang e
Chen 2000; Martinez-Haro et al., 2009).

3.2.5.7 Simulagao da digestao no intestino delgado

A solucdo da digestdo da moela foram adicionadas 8,0 U/mL de pancreatina e
135 mg de sais biliares (Sigma, EUA, Saint Louis). Ajustou-se o pH para 6,2, com uma
solucdo de NaHCO3 1M. O tempo de permanéncia nesta etapa foi de 120 minutos
(Bertechini, 1998; Martinez-Haro et al, 2009; Wali e Beal, 2011; Walk et al 2015).

3.2.5.8 Simulagao da digestao no intestino grosso

Apds o término da simulagao da digestao no intestino delgado, o pH da solugéo
foi ajustado para 7,0, através de uma solugdo 1M de NaHCOs3, O tempo de permanéncia
nesta etapa foi de 20 minutos (Moran, 1982; Bertechini, 1998; Chang e Chen, 2000).

3.2.5.9 Avaliagao do efeito dos antimicrobianos naturais apo6s digestao in vitro
sobre Salmonella Enteritidis e sobre Lactobacillus plantarum

A avaliacao do efeito antibacteriano da combinacédo de 187,5 ppm de ITA e 525
ppm de CAP foi realizada em diferentes compartimentos simulados do trato digestoério
de frangos de corte. Para tanto, um pool de Salmonella Enteritidis e um pool de
Lactobacillus plantarum pertencentes ao banco de cepas do laboratério de LTPA, foram
utilizados. O efeito dos antimicrobianos adicionados na digesta sobre as bactérias
testadas foi avaliado pela contagem de células viaveis apos a passagem por algumas

etapas do processo digestivo.
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No primeiro teste, 50 pL do pool de Salmonella Enteritidis contendo
aproximadamente 107 UFC/mL foram inoculados em 15 mL de digesta, com pH de 6,0,
composta de 5 g de ragdo de frango e 10 mL de agua deionizada estéril, no
compartimento que representava o papo. Em seguida, foram adicionados a digesta 150
ML de solugdo méae contendo 187,5 ppm de ITA e 525 ppm de CAP, que permaneceram
nessas condigdes durante 30 minutos. Apds o tempo de digestdo no proventriculo e no
intestino delgado, aliquotas da digesta desses compartimentos foram coletadas para a
contagem das células viaveis (Figura 5). No proventriculo, a aliquota correspondeu a
um volume de 1 mL e no intestino delgado, a aliquota foi de 10 mL.

Ragio (5 g)

l 10 mLH20 Inoculaciio (50 pL)

Papo HC1 1M, 15 mL de digesta
pHE,0 Antimicrobiano, 30 min

l 25 mL H20
Proventriculo | HC1 1M, 40 mL de digesta
pHES 3.850 U/mL de pepsina,
30 min
l_ ——======== Amestragem (Iml),_ o . snella Enteritidis
A
Moela NaHCOy 1M 1
PH3,0 Esferas de vidro a 220 bpm 1
&0 min ]
|
|
|
NaHCOy 1M I
Intesting delgado | 3 mg/mb 3ais biliares I
pHG.2 @,0 U/mbL de pancreatina I
120 min Amostragem (10 mLj) 1
Intestino grosso | NaHCO; IM
pHT,0 20 min

Figura 5: Procedimento de digestdo simulada da ragéo de frango adicionada de antimicrobianos naturais

para avaliagdo da sobrevivéncia de Salmonella Enteritidis.

No segundo teste, no inicio da digestdo no papo, foram adicionados 150 uL de
solugdo mae contendo 187,5 ppm de ITA e 525 ppm de CAP em 5 g de ragado de frango
em fase inicial. Apés o tempo de digestdo no papo, proventriculo e na moela, foi
inoculado 50 pL do pool de Salmonella Enteritidis com aproximadamente 107 UFC/mL
em 40 mL de digesta e pH de 6,2, no compartimento que representava o intestino

delgado, sendo o tempo de permanéncia das bactérias nessas condigbes de 120 min
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(Figura 6). Ao término da digestdo no intestino delgado uma aliquota da digesta foi

coletada para contagem das células viaveis de Salmonella Enteritidis.

Ragdo (5 g)
‘|’ 10 mL H2O
Papo HC1 1M, 15 mL de digesta
PHE,Q Antimicrokiano, 20 min
‘I’ 25 mL H2O
Proventriculo |HCI 1M, 40 mL de digesta
pPHES 3.850 U/mL de pepsina
30 min
Moela NaHCO; 1M
pH 3,0 Esferas de vidro a 220 bpm

Intestino delgado
PHE.2

Intestino grosso
pHT.0

&0 min

‘I’ €

WNaHC Oy 1M

3 mg/mL de saiz biliares
8,0 Us/mL de pancreatina
120 min

MNaHCO; 1M

20 min

Inoculacdo (50 pL)

Salmonella Enteritidis

A
|

Amostragem (10 m)

Figura 6: Procedimento de digestdo simulada da racédo de frango adicionada de antimicrobianos naturais

para avaliagdo da sobrevivéncia de Salmonella Enteritidis.

A contagem de Salmonella foi realizada pela diluigdo seriada da amostra em
agua peptonada 0,1 %. Volumes de 100 uL das diluigdes foram semeados por
superficie em placa contendo agar XLD. As placas foram incubadas em estufa a 37°C
por 24h para a posterior contagem de colbnias e o resultado expresso em log UFC/mL.

O terceiro teste foi realizado para verificar o efeito da combinagcdo de
antimicrobianos sobre a microbiota intestinal benéfica, representada por um pool de
cepas de L. plantarum. No inicio da digestdo no papo, contendo 5 g de ragao, foram
adicionados 150 pL de solugdo méae contendo 187,5 ppm de ITA e 525 ppm de CAP.
Apos o tempo de digestdo nos compartimentos que representavam o papo,
proventriculo e moela, foi inoculado o pool de L. plantarum em £ 40 mL de digesta com
pH ajustado para 6,2, no compartimento que representava o intestino delgado, o tempo
de permanéncia neste compartimento de 140 min (Figura 7). Ao término da digestao no

44



1232
1233

1234
1235
1236
1237

1238
1239
1240
1241
1242
1243
1244

1245
1246
1247
1248
1249

intestino grosso uma aliquota da digesta foi coletada para contagem das células viaveis
de Lactobacillus plantarum.

Ragéo (5 g)
10 mL H,O

Papo HCI1 1M, 15 mL de digesta
pHE,0 |Antimicrokiano, 30 min

lzs mL H,O

Proventriculo |HCI 1M, 40 mL de digesta
PHES 3.850 UsmL de pepsina
30 min

|

Moela NaHCO; 1M
pH3,0 |Esferas de vidre a 220 bpm

60 min
. Inoculacdo (50 pl)
Intestino delgado NaHCO; 1M
pHE.2 3 mg/mL de sais biliares
8,0 U/mL de pancreatina
120 min

Lactobacillus plantarum
&

| .

Intestino grosso MNaHCO; 1M :
PH 7,0 20 min Amostragem (10 ml)

Figura 7: Procedimento de digestdo simulada da ragdo de frango adicionada de antimicrobianos naturais

para avaliagdo da sobrevivéncia de Lactobacillus plantarum.

Para realizar a contagem das culturas de L. plantarum, foi realizada diluigdo
seriada da amostra em agua peptonada 0,1 %. Em seguida, volumes de 1,0 mL das
diluicdes foram semeados em profundidade em Agar MRS. As placas foram incubadas
em estufa a 37°C por 48h para a posterior contagem das colbnias e o resultado

expresso em log UFC/mL.

3.2.7 Analise Estatistica

Os resultados dos tratamentos na ragado foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), e as médias comparadas pelo teste Tukey. Os resultados referentes aos
experimentos de digestao simulada foram analisados pelo teste . Em todas as analises,
utilizou-se nivel de significancia de 95% (P<0,05) e o programa estatistico
Statgraphics® 4.1.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Experimento 1: Concentragao inibitéria minima (CIM)

Os oleos essenciais, assim como os acidos organicos apresentaram atividade
antibacteriana nas avaliagdes in vitro contra Salmonella Enteritidis. A menor CIM entre
os Oleos essenciais foi encontrada para ITA (25 ppm), sendo a do carvacrol de 150
ppm. Nos testes com os acidos organicos, a menor CIM foi obtida com o acido caproico
(70 ppm), sendo a do propiénico de 75 ppm.

A CIM do ITA contra Salmonella Enteritidis em pH 6,0, encontrada neste
experimento, foi menor comparada a CIM de 31 ppm de ITA determinada por
Palaniappan e Holley (2010) em pH 5,0 contra S. Typhimurium em temperatura de 37
°C. A CIM do ITA determinada por Olaimat e Holley (2013) contra cepas de Salmonella
Enteritidis in vitro foi de 80 ppm. Luciano e Holley (2009) relataram a CIM de 25 ppm de
ITA em pH de 4,5 teve efeito antibacteriano contra Escherichia coli O157:H7.

O ITA possui atividade antibacteriana contra um amplo espectro de micro-
organismos patogénicos (Palaniappan e Holley, 2013). Além disso, a CIM do ITA nao
se apresenta de forma constante, podendo ser influenciada por diversos fatores, tais
como, a interagao entre o agente antibacteriano e a célula bacteriana a temperatura e o
estado fisiolégico das células (Olaimat e Holley, 2013).

Os resultados de CIM obtidos para os acidos organicos encontrados neste
estudo foram menores comparados aos valores obtidos por Van Immerseel et al. (2003
e 2004), que relatam efeitos bacteriostaticos significativos contra Salmonella Enteritidis
em concentragcdes de 116 ppm de acido caproico e 185 ppm de acido propibnico.
Hermans et al. (2010) utilizaram acido caproico in vitro para inibir o crescimento de C
Campylobacter jejuni e observaram que a CIM foi de 3 ppm. Os autores relatam que C.
jenuni € mais sensivel a antimicrobianos naturais que a Salmonella Enteritidis. Os
valores de CIM dos acidos sdo dependentes do pH do meio, devido ao aumento da
dissociacdo dos acidos em ambientes neutros. Os acidos orgéanicos de cadeia curta e
média sdo mais eficazes no controle de Salmonella pela capacidade de atravessarem

através da membrana celular em baixo pH (Van Immerseel et al., 2003; 2004).
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3.3.2 Experimento 2: Efeito combinado de d6leos essenciais e acidos organicos
sobre a Salmonella Enteritidis

Foi observado que houve interagdo entre a associacéo de 6,25 ppm de ITA e
17,5 ppm de CAP, com valor de IFIC < 0,5, sendo a menor CIM combinada que teve
efeito contra S. Enteritidis. A associacédo de 12,5 ppm de ITA e 75 ppm de PROP nao
apresentou efeito sinérgico. O CV nao apresentou efeito sinérgico com os acidos
organicos CAP e PROP nas concentragdes testadas. Porém, foi observado efeito
sinérgico com a associagao de 8,75 ppm de CAP e 9,37 ppm de PROP (Tabela 4).

Tabela 4 - Concentracéo inibitoria minima (CIM) dos antimicrobianos naturais em
combinacao contra Salmonella Enteritidis in vitro e indice de concentracéo
inibitéria fraciona (IFIC)

Antimicrobianos naturais CIM ppm IFIC
CV + PROP 75,0 +75,0 0,9

CV + CAP 75,0 + 35 1,0

ITA + CV 12,5+ 75,0 0,9

ITA + CAP 6,25+ 17,5 0,5

ITA + PROP 12,5+ 75,0 1,0

CAP + PROP 8,75+ 9,37 0,25

Oleo essencial = ppm, acido organico = ppm. Sinergia = IFIC < 0,5. IFIC > 0,5 ou < 4,0 indica auséncia de
interagdo. Efeito antagdénico FICI = 4,0. Isotiocianato de alila (ITA), carvacrol (CV), acido caproico (CAP),
acido propidnico (PROP) testados em caldo TSB com pH ajustado para 6,0.

A combinacdo de ITA e CAP apresentou efeito sinérgico contra Salmonella
Enteritidis, reduzindo consideravelmente a CIM individual de cada antimicrobiano. Até o
presente momento ndo ha dados na literatura que demostrem efeitos positivos ou
negativos da combinacgéo destes dois aditivos naturais contra Salmonella Enteritidis in
vitro ou até mesmo in vivo. Este estudo sugere que a interacdo de um 6leo essencial
(ITA) com um acido organico (CAP), com distintos mecanismos de agao antimicrobiano,
pode ter produzido adigdo de efeito, potencializando sua agao e reduzindo a resisténcia
bacteriana, indicando que combinacdo destes compostos pode ter feito contra um

amplo espectro de micro-organismos em diferentes condic¢des.
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3.3.3 Experimento 3: Atividade antibacteriana da combinagao de ITA e CAP
adicionados a ragao

Foi observada reducado significativa (P<0,05) na contagem de Salmonella
Enteritidis na ragao adicionada da combinacao de ITA e CAP. O tratamento T4 diferiu
do T1 (controle positivo) em todos os dias de analise, e a partir do dia 6 o tratamento T4
reduziu a contagem de Salmonella Enteritidis na ragdo a niveis indetectaveis (Tabela
5).

Tabela 5 - Contagem de Salmonella Enteritidis (log UFC/g) em ragao de frango tratada
com diferentes concentragbes da combinagao de isotiocianato de alila (ITA)
e acido caproico (CAP) durante 8 dias

Contagem de Salmonella Enteritidis na ragao

Tempo T T2 T3 T4
0 3,25 £ 0,0742 2,72 + 0,18ABa 2,81 + 0,05ABa 2,63 +0,218a
2 3,36 + 0,03Aab 2,84 + 0,34ABa 2,84 + 0,08ABa 2,39 £ 0,13Bab
4 2,84 + 0,084b 2,56 + 0,22ABa 2,11 + 0,058 2,11 + 0,058
6 2,54 + 0,19A¢ 2,19 + 0,27ABa 1,84 + 0,08Bbc <1,00 + 0,00¢¢

8 2,33 £ 0,04A¢ 2,24 + 0,02A2 1,69 + 0,138¢ <1,00 £ 0,00¢¢

ABC | etras mailsculas representam diferenga estatistica na mesma linha (P<0,05); @°Letras mintsculas
representam diferenca estatistica na mesma coluna (P<0,05); Os resultados estdo expressos em Médias
1 Desvio Padrdo (DP). T1: Controle: T2: 62,5 ppm+175 ppm (200 pL); T3: 125 ppm+350 ppm (400 pL);
T4:187,5 ppm+525 ppm (600 uL). Limite de detecg¢ao 1,25 log de UFC/ g.

Os valores de pH da racgao, obtidos ap6s cada periodo, estdo apresentados na
Tabela 6. A ragao apresentou pH médio de 5,6 antes da adicdo dos tratamentos. Foi
observada reducgao significativa nos valores de pH da ragdo no T4, em comparagao aos
demais tratamentos no dia 0 e 8 (P<0,05). Nos dias 2, 4 e 6 ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos. Em relacdo ao tempo de andlise, foi observado
aumento significativo nos valores de pH da racdo entre o dia 0 e o dia 8 nos
tratamentos T1, T2 e T4 e apenas o T3 manteve seu pH estavel durante o periodo

analisado. Os resultados sugerem que provavelmente a volatilizagdo e possivel
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degradacado dos compostos, juntamente com a capacidade tamponante da ragao,

podem ter contribuido para elevacao do pH com o passar o tempo.

Tabela 6 - Efeito da adicdo de isotiocianato de alila e acido caproico no pH da racao de
frangos de corte

Valores de pH da Ragao

Tempo T T2 T3 T4
0 5,48 £ 0,07A2 5,46 + 0,0472 5,42 + 0,03%2 5,28 + 0,1082
2 5,40 £ 0,067 5,43 £ 0,0472 5,38 £ 0,02A2 5,35+ 0,107
4 5,43 + 0,0442 5,40 £ 0,08Aa 5,46 + 0,05%2 5,42+ 0,01A%0
6 5,47 £ 0,09%a 5,52 £ 0,05%a 5,51 £ 0,02A2 5,48 £ 0,02Aa0

8

5,79 + 0,02A°

5,78 + 0,02A°

5,72 + 0,038

5,56 + 0,03¢P

ABC| etras mailsculas representam diferenca estatistica na mesma linha (P<0,05); 2*Letras minusculas
representam diferenga estatistica na mesma coluna (P<0,05); Os resultados sdo expressos em Médias +
Desvio Padrao (DP). T1: Controle; T2: 62,5 ppm+175 ppm (200 pL); T3: 125 ppm+350 ppm (400 pL); T4:
187,5 ppm+525 ppm (600 pL).

A atividade bactericida de muitos aditivos naturais disponiveis para uso em graos
e em ragdes é dependente principalmente do pH que pode influenciar no seu efeito
antimicrobiano, no entanto, além do efeito na redugao de bactérias, outros beneficios
tém sido relatados com o uso de aditivos de origem natural. Windisch et al. (2008)
relataram que os principais efeitos dos OEs s&o: a redugdo na ingestao de alimento
aumento no ganho de peso e a melhoria na conversao alimentar. Essa melhoria pode
ser atribuida ao efeito antimicrobiano dos OEs (Johny et al., 2010; Bona et al., 2012)
contra bactérias patogénicas, reduzindo a contaminagdo na ragdo e no trato
gastrintestinal, evitando o surgimento de doengas entéricas nos animais.

A inclusdo de acidos organicos na alimentagdo animal inibe o crescimento
Salmonella e Escherichia coli causadores de doengas (Sterzo et al., 2007), pela
capacidade em reduzir o pH dos alimentos e do trato digestério dos animais (Mroz,
2005). Maiorka et al. (2004) utilizaram 0,05% de uma mistura de acidos organicos
(fumarico, latico e citrico) na dieta de frangos de corte na fase inicial e observaram

melhora no desempenho dos animais (Ricke, 2003), reduzindo a presenga de micro-
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organismos patogénicos (E. coli, Salmonella e Campylobacter) na dieta. No presente
estudo foi observado que a associagao de um 6leo essencial (ITA) e um acido organico
(CAP), reduziu a presenca de Salmonella Enteritidis na racdo. Sendo assim, pode se
sugerir que a combinagao entre esses antimicrobianos naturais na dieta das aves,
podem reduzir a contaminagdo por micro-organismos patogénicos. No entanto, mais
estudos sdo necessarios para esclarecer se a combinacao de 6leos essenciais e acidos
organicos € capaz de promover os mesmos efeitos dos antibiéticos como aditivos em
dietas de frangos de corte. Este experimento fornece informag¢des que podem contribuir
novos experiemntos com aditivos naturais contra bactérias patogénicas na produgéao de

frangos corte que possam ser utilizados como melhoradores de desenpenho animal.

3.3.4 Experimento 4: Efeito dos antimicrobianos naturais contra Salmonella
Enteritidis e Lactobacillus plantarum apés digestao in vitro

Nos testes realizados a partir da digestdo simulada in vitro com inoculagao de
Salmonella Enteritidis no inicio da digestao (papo), utilizando a combinagédo de ITA e
CAP, a contagem de Salmonella Enteritidis no proventriculo foi de 2,26 log UFC/mL no
controle (T1) e no T2 foi reduzida a niveis indetectaveis (<1,25 log UFC). No intestino
delgado, a contagem foi 2,46 log UFC/mL para o T1 e 1,34 log de UFC/mL para o T2
(Figura 8).

A reducédo de 2,55 log UFC/mL de S. Enteritidis (T1) no proventriculo obtida no
presente estudo, foi inferior a relatada por Wali e Beal (2011) em simulagao da digestao
de frangos sem inclusdo de qualquer tratamento, onde observaram reducao de 3 log
UFC/g de S. Typhimurium apds exposicao ao baixo pH do proventriculo/moela. No
entanto, com a adicdo da combinacdo de ITA e CAP houve uma reducéo superior a
3,81 log UFC/ml na populacédo de S. Enteritidis (T2). O baixo pH do proventriculo e da
moela funcionam como uma barreira quimica contra o crescimento bacteriano. Além
disso, a acidez destes compartimentos pode ter contribuido para o efeito bacteriostatico
dos antimicrobianos naturais, pois o ITA apresenta maior eficacia contra bactérias em
meio acido (Olaimat e Holley, 2013), podendo justificar a redugao de S. Enteritidis para

niveis indetectaveis com a inclusao de ITA + CAP no proventriculo.
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Figura 8 — Contagem de S. Enteritidis (log UFC/mL) em ragao de frango adicionada da combinagao de
ITA + CAP apds a digestdo simulada in vitro. Limite de detecgdo <1,25 log UFC. Letras

minusculas diferentes representam diferenca estatistica (P<0,05) em cada etapa da digestéo.

Além da acidez do proventriculo favorecer a diminuicdo na contagem de
Salmonella Enteritidis, outro efeito seria a ndo dissociagao do acido caproico, mantendo
seu carater lipofilico (Pickler et al., 2012), penetrando a membrana celular bacteriana de
forma passiva para o interior do citoplasma, dissociando-se e liberando ions H*, que
consequentemente, reduzem o pH intracelular (Mroz, 2005; Pickler et al., 2012). Este
efeito altera as fungdes normais das células bacterianas (Van Immersseel et al., 2006;
Suryanarayana et al., 2012), aumentando a difusdo dos acidos para o citoplasma (Mani-
Lopez et al., 2012), suprimindo o sistema enzimatico, o transporte de nutrientes e a
sintese de aminoacidos, ATP e DNA, provocando esgotamento energético e a morte
bacteriana (Luckstadt e Mellor, 2011).

Pode-se dizer que a combinacdo de ITA + CAP teve efeito em todo trato
digestorio, no entanto, o baixo pH pode fazer com que o grupamento isotiocianato,
altamente reativo e com grande potencial eletrofilico presentes na estrutura do ITA
(Turgis et al., 2009; Zhang, 2012; Dufour et al., 2015), interagisse com a camada

lipopolissacarideo (LPS) das bactérias, alterando seu carater hidrofébico (Carson et al.,
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2002), provocando perdas de material citoplasmatico por extravasamento. O ITA pode
reagir com proteinas e enzimas no interior das células (Dufour et al., 2015),
prejudicando o metabolismo das bactérias (Jacob et al., 2003), provocando reagao de
oxidacao e hidroxilacdo de DNA, RNA, proteinas, lipidios e enzimas, resulta em morte
celular bacteriana (Dufour et al., 2013 e 2015). O ITA também pode inibir sitios de
ligacoes de ATP e de P-ATPase em bactérias (Breier e Ziegelhoffer, 2000), reduzindo o
consumo de oxigénio e o teor de ATP intracelular.

Na simulacao da digestao no intestino delgado (pH 6,2), houve menor (1,12 log
UFC/mL) reducédo das células de S. Enteritidis entre T1 e T2 quando comparado a
reducdo observada no proventriculo, além disso, foi observado uma recuperagao das
células bacterianas (Figura 8). Uma explicagao para este fato é que apods passagem
pelo proventriculo as células viaveis ndo cultivaveis de Salmonella Enteritidis, quando
em condi¢des favoraveis de pH no intestino delgado voltaram a crescer. Em estudo de
digestdo in vitro de suinos simulando o intestino delgado, Michiels et al. (2007)
verificaram que a combinacao de 250 ppm de carvacrol e 250 ppm de timol foi eficaz no
controle de bactérias anaerébias totais (E. coli, Streptococcus), entretanto, reduziu
apenas 1 log UFC/mL, em pH 6,5 em um periodo de digestdo de 3 a 4 h. A capacidade
de recuperagao das ceélulas bacterianas no intestino delgado, apds passagem pela
elevada acidez do proventriculo, esta relacionada com a resposta ao estresse que
esses micro-organismos possuem (Silva et al.,, 2016). Essa tolerancia multipla ao
estresse é atribuida as varias mudancas fisiolégicas que ocorrem nas bactérias, como,
mudangas na composigdo da parede celular e alteragbes morfologicas e o
desenvolvimento do gene de resposta ao ambiente acido ATR (Merrell e Camilli, 2002),
aumentando as chances de sobrevivéncias desses micro-organismos ao ambiente do
trato gastrintestinal.

Em outro estudo, Messens et al. (2010) utilizando 15 mM de caprilato de sddio,
um sal do acido caprilico, simulando as condigcbes do ceco de suinos, observaram
reducédo de 4,69 log UFC/mL de Salmonella Typhimurium e 3,62 logs de coliformes
totais, apos o periodo de 4 dias. Goris et al. (2007), simulando as condigdes do ceco de
suinos, observaram reducgao de 3 log UFC/mL de Salmonella apds o periodo de 3 dias,

pela inclusdo de 15 mM de caprilato de sédio na ragdo para suinos. Para tal
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comparagao na redugado de Salmonella deve-se considerar o tempo de digestao in vitro
utilizado. Segundo Messens et al. (2010) em um curto periodo, o efeito antibacteriano
do caprilato de sédio € considerado fraco e mais lento que o acido organico, pois o
caprilato necessitaria de um intervalo de tempo maior para atingir o ceco suino em
concentracao eficaz para inibir o crescimento bacteriano.

No presente estudo, em outro teste realizado in vitro, com inoculagédo de
Salmonella Enteritidis e Lactobacillus plantarum separadamente no momento da
digestao no intestino delgado, utilizando a mesma combinagéao (187,5 ppm de ITA e
525 ppm de CAP), foi observado, apés 120 min neste compartimento, redugao
significativa (P<0,05) de 1,11 log UFC/mL de Salmonella Enteritidis, em relagédo ao T1
(Figura 9). Nao foi observada diferenga significativa (0,53 log UFC/mL) entre os
tratamentos na contagem de Lactobacillus plantarum. Wali e Beal (2011), observaram
que grande parte da populacdo de Lactobacillus salivarius ndo foram afetados pela
passagem através do trato gastrintestinal de frangos, reduzindo 0,5 log UFC. Chang e
Chen (2000) simularam o aparelho digestorio de frangos utilizando uma cultura mista de
Lactobacillus, observaram que apos todo processo de simulagdo, nao foi detectada a
presenca Campylobacter jejuni. As espécies de Lactobacillus inibem o crescimento de
outros micro-organismos indesejaveis, competindo pelo mesmo substrato e sitios de
ligacdo na parede do intestino e sintetizam acido latico, que pode atuar como um
antimicrobiano no Iumen intestinal, além disso apresentam maior resisténcia as
alteragdes de pH do trato gastrintestinal (Ajuwon, 2015).

Messens et al. (2010) observaram que o uso de caprilato de sédio reduziu a
presenga de micro-organismos patogénicos durante a simulagdo da digestdo no ceco
suino, sem afetar bactérias produtoras de acido lactico. Olaimat e Holley (2014),
verificaram que as bactérias produtoras de acido latico reduziram somente 0,66 log de
UFC com adigao de 25 ppm o ITA. Estes autores sugerem que muitas dessas bactérias
lacticas apresentam certa resisténcia ao ITA, e que esse composto pode apresentar

mecanismos de agao especifico para cada tipo de micro-organismo.
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Figura 9 - Contagem de Salmonella Enteritidis e Lactobacillus plantarum (log UFC/mL) no intestino
delgado, apos a digestdo simulada de frango de corte. Limite de detecgédo <1,25 log UFC.

Letras minusculas diferem estatisticamente (P<0,05) para cada micro-organismo estudado.

De acordo com o que foi observado, a utilizacdo de um modelo in vitro para
simular o trato digestério de frangos de corte permitiu avaliar o efeito antimicrobiano dos
compostos naturais ITA e CAP. Os resultados obtidos, como a inibicdo do crescimento
de Salmonela Enteritidis na ragdo e no trato gastrintestinal, indicam que os
antimicrobianos naturais podem vir a substituir o uso de antibiéticos convencionais,
contribuindo para melhorias no desempenho zootécnico de frangos de corte,
principalmente na fase inicial, reduzindo os riscos de contaminagao por bactérias.

Bona et al. (2012) observaram que o uso de 100 ppm de uma mistura de 6leos
essenciais (orégano, alecrim, canela e extrato de pimenta) na alimentagdo de frangos
reduziu lesbes especificas causadas no intestino por Salmonella Enteritidis, Eimeria,
Campylobacter e Clostridium, além de diminuir as contagens das bactérias coletadas da
cloaca das aves. Outros efeitos observados no trato gastrintestinal de frangos de corte
com o uso de compostos naturais estdo relacionados a melhora na conversao

alimentar, morfologia intestinal e no desempenho zootécnico (Algicek et al., 2003;
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Maiorka et al., 2004; Windisch et al., 2008; Johny et al., 2010). O interesse cientifico
pelo potencial dos antimicrobianos naturais adicionados as racodes, tais como, 6leos
essenciais e acidos organicos deve-se a crescente proibicdo de antibiéticos como
melhoradores de desempenho. No entanto, a simulacdo é uma das formas mais
rapidas, confiaveis e de baixo custo para se testar novas alternativas ao uso de
antibidticos evitando o uso indiscriminado dos animais em experimentacéo. Esta técnica
permite determinar de forma eficiente o efeito dos antimicrobianos naturais e estimar
possiveis beneficios aos animais antes da realizacdo de testes in vivo, reduzindo os

custos experimentais e produzindo resultados seguros.
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3.4 CONCLUSAO

O tratamento com 187,5 ppm de ITA e 525 ppm de CAP foi eficaz no controle de
Salmonella Enteritidis na ragao de frangos, se apresentando como uma alternativa para
reduzir contaminacdo em racgao, podendo evitar perdas econdmicas provocadas por
doencas relacionadas a S. Enteritidis em aves e consequentemente em humanos. Na
simulacéo da digestao in vitro, a combinacédo de 187,5 ppm de ITA e 525 ppm de CAP
reduziu a contagem de Salmonella Enteritidis no proventriculo e no intestino delgado,
sem afetar a contagem de Lactobacillus plantarum apds o transito intestinal. Os
resultados obtidos com os estudos in vitro, sugerem que esses compostos apresentam
potencial para reduzir colonizacdo de bactérias patogénicas no trato gastrintestinal in
vivo contribuindo para a saude do intestino dos animais, proporcionando melhorias nos

indices produtivos de frangos de corte.
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CAPITULO 4
4 CONCLUSAO GERAL

Foi verificado efeito sinérgico dos compostos ITA e CAP contra Salmonella
Enteritidis in vitro. A adicdo de 187,5 ppm de ITA e 525 ppm de CAP foi eficaz contra
Salmonella Enteritidis na ragdo e nos testes de digestdo in vitro de frangos de corte.
Apresentando potencial para a implantagcdo no mercado, favorecendo o sistema
produtivo de frangos de corte e aumentando a seguranga alimentar, uma vez que reduz
a populacdo de Salmonella Enteritidis, sem afetar a populagdo de Lactobacillus
plantarum no trato gastrintestinal simulado.

No entanto, novos estudos devem ser realizados para avaliar o efeito desses
compostos nas mesmas concentragdes, contra outras espécies patogénicas in vitro.
Ainda, sugere-se a realizagdo de experimentos in vivo para avaliar o efeito das
combinacdes destes aditivos sobre a saude intestinal e o desempenho de animais de

producéo.
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