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RESUMO

A utilizacdo de antibidticos melhoradores de desempenho (AMD) nas dietas
de frangos de corte € uma estratégia que permite atingir elevados indices produtivos
e sanitarios. Porém, limitacbes no uso dos AMD tém forgado a industria e centros de
pesquisas a buscarem produtos alternativos que possam substituir os AMD. Os
probidticos ja sao utilizados como aditivos e podem exercer tal fungao. Objetivou-se
com este estudo, avaliar o efeito da suplementacdo de probidtico e antibidtico em
dietas de frangos de corte sobre o desempenho produtivo, rendimento de carcaca,
cortes, deposi¢cao de gordura abdominal, morfometria intestinal, forga de ruptura e
elasticidade da mucosa do duodeno e ainda caracterizagdo da microbiota intestinal
de frangos de corte criados sobre cama obtida de aviario comercial com historico de
enterites inespecificas. O experimento foi realizado no aviario experimental da
Universidade Federal do Parana. Foram utilizados 1800 pintos, de um dia de idade,
Cobb slow, distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado com 4
tratamentos, 9 repeticoes de 50 aves cada. As dietas experimentais consistiram de:
1: Dieta controle, 2: Dieta controle + probidtico (100 g/ton), 3: Dieta controle + AMD
(125 g/ton), e 4: Dieta controle + AMD (125 g/ton), + probidtico (100 g/ton). A
analise estatistica dos dados foi realizada pelo procedimento GLM do software SAS.
Através da andlise de metagendmica, foi possivel esclarecer de modo geral a
dinamica da microbiota encontrada em frangos de corte neste estudo. O uso de
probiotico na dieta n&o influenciou (p>0,05) o peso médio, ganho de peso, consumo
de ragao e conversao alimentar em nenhum dos periodos de criagao avaliados, com
excegao na 42 semana. De 21 a 28 dias, foi observado efeito dos tratamentos sobre
a conversao alimentar dos frangos de corte. Aves que receberam a dieta controle
apresentaram melhor (p<0,05) converséao alimentar quando comparada com a dieta
acrescida da associagao probidtico + AMD. Nao houve efeito significativo (P>0,05)
do uso do probidtico em nenhuma das medidas morfometricas do jejuno e ileo das
aves. Ja para largura de vilo do duodeno, houve efeito significativo (p<0,05). Aves
que receberam dieta com AMD apresentaram maior largura de vilos quando
comparada apenas a dieta controle, ndao diferindo das demais. O peso absoluto e
relativo da carcacga, dos cortes comerciais ndo foram influenciados pelos tratamentos
(p>0,05). A deposicao de gordura abdominal em relacdo ao peso da carcaca diferiu
(p<0,05) entre os tratamentos. A dieta com AMD resultou em menor deposicéo de
gordura abdominal em comparagdo as outras dietas, ja as demais dietas foram
semelhantes (p>0,05). A mensuragéo da forga de ruptura e elasticidade da mucosa
do duodeno nao foi alterada (p>0,05) dos tratamentos. Em relagdo a microbiota
intestinal no presente estudo, os filos identificados, assim como as correspondentes
ordens, classes e familias ndo apresentaram grande variagdo em relagdo aos
tratamentos. Entretanto, o género Streptococcus e Clostridium foram mais
frequentes no ileo das aves suplementadas com probiético. Para o ceco, observou-
se ocorréncia de maior frequéncia dos géneros Lactobacilales, Subdoligranulum,
Gemmiger, Streptococcus, Blautia e Bacterioides, independentemente da dieta. O
género Bacterioide, foi mais frequente em aves que receberam a dieta controle. As
espécies mais prevalentes no ileo das aves foram o L. aviarius, L. helveticus e L.
salivarius. A dieta acrescida de probidtico + AMD resultou em maior prevaléncia do
L. aviarius, enquanto que a dieta com probidtico reduziu a ocorréncia de L.
helveticus, mas aumentou a frequéncia do L. salivarius em relacédo a dieta controle.
No ceco das aves, as espécies mais frequentes foram L. helveticus, aviarius e



salvarius, Subdoligranulum variable, Gemmiger formicilis, Blautia glucerasea e
Streptococcus macedonicus. As aves que receberam o probidtico na dieta, isolado
ou associado ao AMD, apresentaram uma menor ocorréncia do S. macedonicus. A
ocorréncia das espécies Clostridium spiroforme, Bacteroides dorei, Bacteroides
intestinalis, Bacteroides uniformis, Escherichia coli, Bacteroides xylanisolvens,
Gemmiger formicilis foram semelhantes entre os tratamentos. Porém, a ocorréncia
de Gemminger formicilis nas aves suplementadas com probiético foi cerca do dobro
do que observado em outros tratamentos. A microbiota intestinal € influenciada pelos
tratamentos de forma inespecifica e sua modulagcédo € variavel e dinamica. Novos
estudos testando probidticos na dieta, isolado ou associado a um antibidtico
melhorador de desempenho sobre o desempenho produtivo, rendimento de carcaga,
morfometria e microbiota intestinal de frangos de corte criados sobre cama obtida de
aviario comercial com histérico de enterites inespecificas devem ser realizados para
avaliar os diversos e distintos microrganismos. Praticas de manejo e de medidas
higiénico-sanitarias devem ser consideradas como alternativas para melhorar os
indices produtivos e econdmicos na avicultura.

Palavras-chave: antibiético melhorador de desempenho, Bacillus subtilis, forca de
ruptura intestinal, microbiota intestinal, 16S rDNA.



ABSTRACT

The use of antibiotics growth promoters (AGP) in the diets of broilers is a
strategy that allows high production rates and health. However, limitations on the use
of AGPMD have forced the industry and research centers to seek alternative
products that can replace the AGP. Probiotics are already used as additives and can
exercise such a function. The aim of this study was to evaluate the effect of probiotic
supplementation and antibiotics in broiler diets on productive performance, carcass
yield, cuts, deposition of abdominal fat, intestinal morphology, breaking strength and
elasticity of the mucosa of the duodenum and characterization of intestinal microbiota
of broilers reared on litter retrieved from a commercial farm with a history of non-
specific enteritis. The experiment was conducted in the experimental Aviary at the
Federal University of Parana. 1,800 day-old Cobb slow chicks were used, ,
distributed in a completely randomized design with 4 treatments, 9 reps of 50 birds
each. The experimental diets consisted of: 1: control Diet, 2: control Diet + probiotic
(100 g/ton), 3: control Diet + AGP (125 g/ton), and 4: control Diet + AGP (125 g/ton),
+ probiotic (100 g/ton). Statistical analysis of the data was performed by the GLM
procedure of the SAS software. Through the 16S rRNA analysis, it was possible to
clarify overall dynamics of the intestinal microbiota found in broilers. The use of
probiotic in the diet did not influence (p 0.05 >) the average weight, weight gain, feed
intake and feed conversion ratio in any of the periods of creation assessed, except in
the fourth week. From 21 to 28 days, treatment effect was observed on the feed
conversion ratio of broilers. Birds that have received the control diet showed better (p
< 0.05) feed conversion compared with the diet plus probiotic association + AMD.
There were no significant effects (P > 0.05) of probiotic use on any of the measures
of the jejunum and ileum of the birds. Villus width to the duodenum, there was a
significant effect (p < 0.05). Birds that received a diet with AGP had higher villi width
when compared to the control diet, not differing from the others. The absolute and
relative weight of the carcass of commercial cuts were not influenced by the
treatments (p 0.05 >). The deposition of abdominal fat in relation to the weight of the
carcass differed (p < 0.05) between treatments. The diet with AGP resulted in lower
abdominal fat deposition compared to other diets, since the other diets were similar
(p. 0.05). The measurement of the rupture and elasticity force of the duodenal
mucosa has not been altered (p. 0.05) according to the treatments. In relation to the
intestinal microbiota in the present study, the identified phyla, as well as the
corresponding orders, classes and families did not show much variation in relation to
the treatments. However, the genus Streptococcus and Clostridium were more
frequent in the ileum of birds supplemented with probiotic. For the cecum, it was
observed more frequent occurrence of the genera Lactobacilales, Subdoligranulum,
Gemmiger, Streptococcus, Blautia and Bacterioides, regardless of the diet. The
genus Bacterioide, was more frequent in birds that received the control diet. The
most prevalent species in the bird's ileum were L. Aviarius, L. Helveticus and L.
Salivarius. The increased diet of probiotic + AGP resulted in higher prevalence of L.
Aviarius, while the diet with probiotic reduced the occurrence of L. helveticus, but
increased the frequency of L. Salivarius in relation to diet control. In the cecum of
birds, the most frequent species were L. helveticus, Aviarius and Salvarius,
Subdoligranulum variable, Gemmiger formicilis, Blautia Glucerasea and
Streptococcus Macedonicus. The birds that received the probiotic in the diet, isolated
or associated with the AGP, presented a smaller occurrence of the S. Macedonicus.



The occurrence of the species Clostridium spiroforme, Bacteroides Dorei,
Bacteroides intestinal, Bacteroides uniform, Escherichia coli, Bacteroides
Xylanisolvens, Gemmiger Formicilis were similar among treatments. However, the
occurrence of Gemminger formicilis in the birds supplemented with probiotic was
about twice as observed in other treatments. The intestinal microbiota is influenced
by the treatments in an unspecific way and its modulation is variable and dynamic.
New studies testing probiotics in the diet, isolated or associated with an antibiotic
performance enhancer on productive performance, carcass yield, morphometry and
intestinal microbiota of broilers created on bed obtained from aviary Commercial with
a history of unspecific arteritis should be carried out to evaluate the different and
different micro-organisms. Management practices and hygienic-sanitary measures
should be considered as alternatives to improve the productive and economical
indices in poultry farming.

Key-words: Antibiotic performance enhancer, Bacillus subtilis, intestinal rupture force,
intestinal microbiota, 16s RDNA.
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1 INTRODUGAO

O setor avicola brasileiro vem se destacando dentre os demais setores
agropecuarios devido a sua rapida ascensado nos ultimos anos. Com producao de
13,136 milhdes de toneladas em 2015, volume 3,5% superior ao obtido no ano
anterior, o Brasil assumiu o segundo lugar no ranking dos maiores produtores de
carne de frango, superando a China (ABPA, 2016).

Com a crescente demanda global por alimentos, a produgdo de proteina
animal se torna fundamental. De acordo com OECD-FAO (2015), as projegdes
apontam para um aumento do consumo da carne de frango em torno de 1,6% ao ano
no periodo de 2013 a 2022.

Atualmente 30% do consumo de carne global é a carne de frango, sendo que
alguns fatores contribuem para este cenario, como prego acessivel, alto valor
nutricional e ndo é alvo de restrigdes religiosas ou culturais. No ranking dos Estados
produtores de carne de frango, o Parana continua liderando amplamente o abate,
com 31,1% da participagdo nacional, seguido por Santa Catarina com 14,7% e Rio
Grande do Sul com 14,1% (IBGE, 2107).

Um dos alicerces desse alto crescimento € a nutricdo, que esta em constante
transformacao, sempre na busca de alternativas que tornem possivel a formulagao de
dietas mais eficientes, econbmicas, que mantenha qualidade e seguranca do produto
final e que traga satisfagcdo ao mercado consumidor. Destaca-se também a genética,
ambiéncia e sanidade, para que haja a maxima eficiéncia na absorgdo e na
assimilagao dos nutrientes para a melhora no desempenho produtivo.

Porém, com a utilizagao de criagdes intensivas e a auséncia de contato prévio
dos pintinhos com a microbiota natural materna e do ambiente, no momento da
eclosdo, as aves podem se tornar mais susceptiveis aos desafios entéricos no
periodo pos-eclosdo. Assim, é pratica recorrente a utilizacdo de antibidticos na forma
terapéutica e na forma de melhoradores de desempenho (AMD) ja no 1° dia de vida
das aves.

A utilizacdo de antibidticos é alvo de discussdes, pois, segundo Chander et
al., (2007) existem evidéncias de que o uso continuo de antibiéticos na forma de AMD
pode resultar em resisténcia bacteriana. Porém, segundo Who (1997) uma parcela
significativa da resisténcia pode ser atribuida ao uso inadequado dos antibidticos pela

medicina humana e sdo poucos os dados que relacionam o impacto negativo na



17

saude humana ao uso de antibidticos na producéo avicola, tornando o assunto ainda
mais polémico.

Outra linha de defesa ao ndao uso de AMD sugere que animais que receberam
o produto durante a fase de crescimento podem apresentar residuos quimicos na
carne (BUTAYE et al., 2003; SALEHA et al., 2009).

Os antibidticos s&o rotineiramente utilizados para controlar agentes
patogénicos do trato gastrintestinal, além disso, usados como melhoradores de
desempenho promovem melhora nos indices zootécnicos e maximizam a produgao
(TOLEDO et al., 2007). Os melhoradores de desempenho sdo utilizados na produgao
animal desde a década de 50 (MENTEN, 2001). No entanto, a Unido Europeia
passou a exigir o banimento de antimicrobianos promotores de crescimento na
nutricdo animal, pois passaram a ser vistos como fatores de risco para a saude
humana pelo seu possivel papel na ocorréncia de resisténcia microbiana (BRUGALLI,
2003).

Por outro lado, o banimento do uso dos promotores pode trazer
consequéncias que devem ser consideradas. Segundo o Consejo Nacional de
Investigacion (1999), tal agdo levaria a um aumento no prego do produto final, devido
ao pior desempenho produtivo, bem como aumento na demanda de antibiéticos para
uso terapéutico, devido a maior susceptibilidade as doencgas entéricas.

Além disso, com a constante demanda por alimentos no mundo, com a busca
por produgao sustentavel, alimentos mais saudaveis e criacbes que atendam o bem-
estar animal, a industria das proteinas busca por alternativas que atendam
legislacbes e as restricdes de mercados consumidores, deixando evidente a
necessidade de utilizagao de aditivos benéficos as aves. Com isso, novas alternativas
aos antibidticos tém surgido, como a utilizacdo de substancias naturais. Os
probidticos sado substancias naturais que vem sendo utilizados em larga escala na
producgao avicola.

Os probidticos sao suplementos alimentares compostos de microrganismos
vivos que beneficiam a saude do hospedeiro através do equilibrio da microbiota
intestinal (FULLER, 1989 e KAUR et al., 2002). Segundo Salminen et al., (1999), os
probidticos sao definidos como preparados de microrganismos, ou seus
componentes, que tém um efeito benéfico sobre a saude e o bem estar do
hospedeiro. Scherezenmeier et al.,, (2001) consideraram que o termo probidtico

deveria ser usado para designar preparagbes ou produtos que contém
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microrganismos viaveis definidos e em quantidade adequada que alteram a
microbiota prépria das mucosas por colonizacdo de um sistema do hospedeiro,
produzindo efeitos benéficos em sua saude.

Independentemente do conceito utilizado, os probidticos trazem beneficios a
saude do hospedeiro, ndo deixam residuos nos produtos de origem animal e néo
favorecem resisténcia as drogas (NEPOMUCENO et al., 2000), o que os faz um dos
candidatos preferenciais para substituir os antimicrobianos como aditivos alimentares.

Portanto, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito da suplementagdo de
probiotico e antibidtico em dietas de frangos de corte sobre o desempenho produtivo,
rendimento de carcaga, cortes, deposicdo de gordura abdominal, morfometria
intestinal, forca de ruptura e elasticidade da mucosa do duodeno e ainda
caracterizagdo da microbiota intestinal de frangos de corte criados sobre cama obtida

de aviario comercial com histérico de enterites inespecificas.
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2 REVISAO LITERATURA

2.1 ANTIBIOTICOS MELHORADORES DE DESEMPENHO NA AVICULTURA

Os antibidticos podem ser definidos como um produto do metabolismo
microbiano que é capaz de matar ou inibir o crescimento de outros microrganismos,
sendo efetivo em baixas concentracdoes. Atualmente se conhecem mais de 5000
antibidticos, dos quais 75% aproximadamente sao produzidos pelo género
Streptomyces (BROK et al., 1994). Poucos achados cientificos tiveram tanto efeito no
campo da medicina como o descobrimento e produ¢do em grande escala dos
antibidticos.

Os primeiros dados que comprovaram os efeitos benéficos dos antibiéticos
profilaticos datam de 1946, quando foi relatada uma resposta positiva no crescimento
de frangos de corte com o uso de estreptomicina (LANGHOUT, 2005). Antibidticos
sdo usados para combater infeccoes em doses preventivas e curativas, sendo
estimulantes do crescimento e produg¢ao (ENGLERT, 1998).

Segundo Albuquerque (2005), o uso dos aditivos antimicrobianos em
avicultura de corte tem contribuido com o aumento da produtividade, diminuicdo da
quantidade de alimento consumido pelos animais até o momento do abate, melhora
da conversao alimentar, bloqueio dos processos microbiologicos ligados a
deterioragdo da racdo, prevencdo de doencas infecciosas ou parasitarias e
diminuicdo da mortalidade.

A partir da década de 1950, o uso de antimicrobianos melhoradores de
desempenho (antibidéticos e quimioterapicos), como aditivos as ragdes,
proporcionaram grandes beneficios na criacdo de frangos de corte, expressos
principalmente por maior aproveitamento dos nutrientes provenientes da dieta,
melhorando a taxa de crescimento e a eficiéncia na conversdo alimentar e
consequentemente maior lucratividade. Esses aditivos s&o considerados promotores
de crescimento por serem utilizados em doses subterapéuticas e constituidos por
moléculas nao terapéuticas. Sao adicionados as ragdes durante quase toda a fase de
criacdo das aves, respeitando, apenas, o periodo de retirada antes do abate
(LORENCON et al., 2007). O objetivo principal da suplementagdo € controlar os
agentes prejudiciais ao trato digestorio e proporcionar os efeitos benéficos na
absorcéo de nutrientes (VASSALO et al., 1997).
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O principal mecanismo de acdo dos promotores de crescimento esta
relacionado com a inibicdo da sintese da parede celular, causando alteragcbdes na
permeabilidade da membrana citoplasmatica, interferéncia na replicagdo dos
cromossomos, interferéncia na sintese proteica e reduzindo a competicdo entre a
bactéria e o hospedeiro, (LANCINI, 1994), causando interagdes entre o antibiético e a
microbiota intestinal (DIBNER e RICHARD, 2005; MENTEN, 2002).

Soares (1996) concluiu que um promotor de crescimento ideal deve
proporcionar melhor desempenho produtivo, apresentar um bom custo/beneficio, ser
atoxico, ndo alterar drasticamente a microbiota intestinal, atuar exclusivamente ao
nivel intestinal, ndo estar envolvido em transferéncia de resisténcia, ndo possuir
resisténcia cruzada com outros antibiéticos (em especial os de uso na terapéutica
humana), ndo deixar residuos na carcaga dos animais apds sua retirada e ser
biodegradavel.

Apesar da comprovada capacidade de melhorar o desempenho, devido a
pressao da opinido publica, de pesquisadores e de centros nao governamentais que
defendem o banimento do uso de antibi6ticos na produgao animal, a seguranga dos
antibidticos passou a ser questionada, principalmente, em virtude do seu uso rotineiro
na alimentagdo das aves, tornando cada vez mais restrita a sua utilizagdo devido a
possibilidade do desenvolvimento de microrganismos multirresistentes e a exigéncia
dos paises importadores por produtos livres de residuos de antibidticos (SILVA,
2000).

Em janeiro de 2006, a Unido Europeia, que é responsavel por parte
significativa das exportagdes brasileiras de frango, baniu a utilizacdo de antibidticos
como melhoradores de desempenho na alimentagao de aves (KHACHATOURIANS,
1998; COUNCIL, 2003). Permitiu somente o emprego dos ionéforos monensina
sddica e salinomicina como agentes anticoccidianos (COUNCIL, 2003), em virtude da
associacdo do uso de promotores de crescimento com a inducdo de resisténcia
cruzada por bactérias patogénicas e com reacgdes de hipersensibilidade ou céancer,
devidas a presengca de seus residuos na carne (KHACHATOURIANS, 1998;
MENTEN, 2002).

Diversos paises ja restringiram o uso desses aditivos quimicos. A Suécia
baniu o uso de AMD desde 1986, outros paises como a Suica e Dinamarca baniram
os AMD, antes do banimento por parte da Unido Europeia em 2006, a qual também

permite somente a utilizacdo dos ion6foros monensina e salinomicina como agentes



21

anticoccidianos (COUNCIL, 2003). Na China alguns antibioticos foram banidos e
outros estdo sob avaliacdo (MISHRA, 2014). No Brasil, varias moléculas ainda sao
utilizadas, porém muitas ja foram banidas, além disso, alguns consumidores tém
evitado a compra de carne de suinos e aves, por acreditarem que estas sejam
contaminadas por antibiéticos.

Dessa forma, todo frango brasileiro destinado as exportagdes para a Unido
Europeia deve ser criado sem o uso de antibiéticos na forma preventiva, o que pode
gerar queda de produtividade. A Suécia e a Dinamarca ja haviam banido os
antibidticos da alimentagdo animal e verificaram queda de desempenho e
lucratividade da ordem de 2% e 3%, respectivamente (LANGHOUT, 2005).

Um estudo realizado por Araujo et al., (2007) mostrou que os consumidores
buscam produtos de origem animal sem a presenga de residuos quimicos e sem
acréscimos no custo de produgdo. Segundo Bertechini (2012), a maioria dos
antibidticos usados como melhoradores ndo possuem absor¢do, assim tornando
pequena a possibilidade de acumulo nos tecidos comestiveis. Entretanto, existe
controvérsia sobre esse assunto. Mishra (2014) mostrou que ha um grande risco de
resisténcia aos antibioticos utilizados na produgédo animal, que resultam em graves
problemas de saude humana.

Entretanto, em paises onde ocorreu a restricdo no uso dos antimicrobianos,
houve aumento na incidéncia de doencgas, principalmente entéricas, tais como
enterite necrotica e coccidiose. Além disso, pode ocorrer aumento do risco de
infeccbes de origem alimentar em humanos, pelo menor controle de patégenos de
origem alimentar como Salmonella, Campylobacter e E. coli (ROSTAGNO, 2011).

Estudos realizados em paises do norte da Europa, onde a proibicdo do uso
de promotores de crescimento ocorreu ha mais tempo, mostraram que nao se reduziu
0 aparecimento de microrganismos resistentes a antibiéticos nos hospitais. Ainda, o
uso de antibidticos para fins terapéuticos na produgdo animal cresceu devido a maior
incidéncia de casos clinicos.

Pesquisadores sugerem que a maior causa da resisténcia bacteriana a
antibidticos ocorre pelo uso inadequado dos mesmos na medicina humana e de
animais de companhia como o seu uso indiscriminado, interrup¢cdo do uso antes do
tempo preconizado pelo médico, falta de acompanhamento ou mesmo do retorno do
paciente ao médico. Sugerem ainda que o aumento do uso de antibiéticos em doses

terapéuticas na produgdo animal pode ser um agravante do problema da resisténcia
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bacteriana, pois apenas dosagens acima da concentragao inibitoria minima podem
provocar pressao de selegcdo, aumentando a frequéncia de cepas de microrganismos
que carregam genes de resisténcia aos antibiodticos.

Korb et al.,, (2015) avaliaram a tipagem molecular e a resisténcia aos
antimicrobianos em isolados de Escherichia coli de frangos de corte de criagao
intensiva e de tratadores e concluiram que a similaridade genotipica € acima de 80%,
além disso, existe uma grande preocupagdo com o aumento da frequéncia de
doencgas transmitidas por alimentos.

No Brasil, para o mercado interno, a utilizacdo de promotores de crescimento
€ permitida, desde que o produto esteja devidamente registrado no MAPA, e o seu
modo de uso, dosagem e periodo de caréncia sejam respeitados. Com isto, e pela
auséncia no Brasil de registro de uma associagao entre dois promotores (Um Gram+
e o outro Gram-), apenas um promotor de crescimento pode ser usado.

Entretanto, o Brasil € o maior exportador de carne de frango, principalmente
para paises que restringem o uso de promotores de crescimento nas dietas de frango
de corte, e tem como uma de suas premissas o respeito as legislagdes dos paises
importadores, assim alternativas capazes de controlar os riscos devem ser tomadas,
forcando a busca por aditivos sem restricdo do mercado consumidor e capazes de

garantir o maximo desenvolvimento dos animais.

2.2 PROBIOTICOS COMO SUBSTITUTOS DOS MELHORADORES DE
DESEMPENHO EM DIETAS DE FRANGOS DE CORTE

Com a pressao continua do mercado consumidor e legislagdes para a
restricdo do uso de antibidticos na producdo de aves, estudos consistentes em
relacdo ao uso de substitutos aos antibiéticos tornam fundamentais a introdugao de
alternativas, que possibilitem a manutengdo da produtividade e da lucratividade do
setor.

As principais alternativas em relagdo ao uso de antibiéticos melhoradores de
desempenho sao as medidas que reduzem os desafios microbioldgicos as aves, onde
uma das alternativas pode ser na forma de aditivos para uso na ragao ou via agua de
bebida como os probidticos.

O termo probidtico, de origem grega, significa “pro-vida”. Ao longo do tempo,

esta denominacado foi conceituada de diferentes maneiras. Inicialmente Lilly et al.,
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(1965) a usaram para denominar substancias secretadas por um protozoario que
estimulava o crescimento de outros, e Parker (1974), para denominar suplementos
alimentares destinados a animais, incluindo microrganismos e substancias que
afetam o equilibrio da microbiota intestinal. Mas, segundo a definicdo de Parker
(1974), essas substancias poderiam incluir suplementos tais como antibioticos, cuja
funcdo € oposta, e devido a este fato, esta definicdo foi abandonada (CHEN,
WALKER, 2005).

Fuller (1989) considerou que os probiéticos sao suplementos alimentares que
contém bactérias vivas que produzem efeitos benéficos no hospedeiro, favorecendo o
equilibrio de sua microbiota intestinal, entanto Havenaar et al., (1992) consideraram
que sao culturas unicas ou mistas de microrganismos que, administrados a animais
ou humanos, produzem efeitos benéficos no hospedeiro por incremento das
propriedades da microbiota nativa. Esses autores restringiram o uso desse termo a
produtos que contenham microrganismos viaveis que promovem a saude de
humanos ou animais, € que exercem seus efeitos no aparelho digestivo, no trato
respiratorio superior ou no trato urogenital (HAVENAAR et al., 1992).

Schrezenmeir et al., (2001) propuseram que o termo probidtico deveria ser
usado para designar preparagdes ou produtos que contém microrganismos viaveis
definidos e em quantidade adequada, que alteram a microbiota propria das mucosas
por implantacdo ou colonizagdo de um sistema do hospedeiro, e que produzem
efeitos benéficos em sua saude.

Na década de 90, foi apresentada uma definicdo mais especifica e utilizada
atualmente, onde probidticos s&do microrganismos viaveis, 0 que inclui bactérias
lacticas e leveduras na forma de células liofilizadas ou de produto fermentado, que
exibem um efeito benéfico sobre a saude do hospedeiro, apds ingestao, devido a
melhoria das propriedades da microbiota nativa (HAVERNAR, 1992).

Dentre os microrganismos que sao usados como probidticos estdo as
bactérias acido- lacticas, bactérias ndo acido lacticas e leveduras. Como
propriedades, os probidticos devem ser indcuos, manter-se viaveis por longo tempo
durante a estocagem e transporte, tolerar o baixo pH do suco gastrico e resistir a
acao da bile e das secregdes pancreadtica e intestinal, ndo transportar genes
transmissores de resisténcia a antibidticos e possuir propriedades anti-mutagénicas e
anticarcinogénicas, assim como resistir a fagos e ao oxigénio (HAVENAAR et al.,
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1992; SALMINEN et al., 1998; OUWEHAND et al., 1999; SAARELA et al., 2000;
HOLZAPFEL & SCHILLINGER, 2002).

Segundo Szajewska et al. (2006), para um organismo ser classificado como
probidtico, ele nao deve ser patogénico, ser resistente ao processamento, ser estavel
e permanecer viavel apdés exposigcédo aos sucos digestivos, aderir-se a célula epitelial,
ser capaz de persistir no trato gastrointestinal e influenciar a atividade metabdlica
local.

Adhikari & Kim (2017) citam que dentre os aspectos funcionais dos
probioticos incluem-se tolerancia a acidez gastrica, tolerancia a atividade de hidrélise
dos sais da bile, atividade antioxidante, produ¢do de compostos antimicrobianos,
capacidade de reduzir patégenos aderidos na superficie, habilidade de modulagao da
resposta imune e adesao no tecido intestinal.

Dentre os aspectos tecnoldgicos importantes estdo a capacidade de espécies
probidticas de resistir as condi¢cdes de producao industrial e sobreviver na formulagao
final do produto, além da habilidade das culturas em conservar sua fungao no trato
gastrintestinal e coexistir com a microbiota prépria do hospedeiro (AJUWON, 2015).

O emprego dos probidticos na nutricdo ndo introduz nenhuma substancia
desconhecida no trato gastrointestinal dos animais, nem leva a riscos de infecgdo das
carcacgas (Santos & Turnes, 2005). No entanto, de acordo com O’'Toole et al. (2008),
previamente ao uso comercial, 0s microrganismos probioticos devem ser submetidos
a diferentes testes para o reconhecimento de sua segurangca como aditivo alimentar
para humanos e animais.

Como os probidticos acarretam beneficios para as aves e nao deixam
residuos nos alimentos (KHAN et al., 2013), esses aditivos vem ganhando cada vez

mais espago no mercado.

2.3 MECANISMO DE AGCAO DOS PROBIOTICOS

A fundamentagdo do uso de probidticos € a modificagcdo da microbiota
intestinal favorecendo a saude do hospedeiro e mantendo a probiose do animal, que
conceitualmente é a habilidade dos microrganismos benéficos de resistir ao
crescimento excessivo e ao estabelecimento de cepas invasoras (GHADBAN, 2002;
LIU et al., 2012).
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Os microrganismos que funcionam como probidticos ndo se multiplicam
rapidamente e por isto n&do permanecem colonizadores perenes (MARCO et al, 2004).

O modo de acao dos probidticos é similar aqueles descritos para a microbiota
intestinal, cuja acdo se da por exclusdo competitiva por aderéncia aos sitios de
ligacdo do epitélio intestinal, competicAo com outras bactérias patogénicas,
estimulacédo ao sistema imune (UTIYAMA, 2004; BURITI, 2005), efeito nutricional,
antagonismo direto por meio da produgao de substancias antibacterianas e enzimas,
facilitando a digestao e absorgcao de nutrientes (UTIYAMA, 2004; SHIM, 2005; LIU et
al., 2012).

Porém, em relacédo ao seu modo de acao, é dificil definir um Unico mecanismo
embora tenham sido sugeridos varios processos que podem atuar
independentemente ou associados (ADHIKARI & KIM, 2017).

Isolauri et al., (1993) verificaram que os probidticos agem diminuindo a
permeabilidade intestinal nas patologias onde existe uma barreira defeituosa. Ja
outros pesquisadores sugerem a agao por meio de ativagdo e/ou reducao da resposta
imunoldgica da mucosa celular e humoral. Mack et al., (1999) encontraram produgao
de muco aumentada quando foram administrados probidticos.

Se os microrganismos probidticos forem introduzidos no trato gastrintestinal
na época em que o equilibro esta favoravel ao desenvolvimento de bactérias
patogénicas (estresse, doencgas, troca de alimentacdo, mudancga de clima) ou quando
nenhum ou baixo numero de microrganismos benéficos estiverem presentes (ao
nascimento, troca de dieta ou apds tratamento com antimicrobiano) os disturbios
digestivos podem ser minimizados ou superados.

De acordo com Macari e Furlan (2008), os mecanismos de acado dos
probidticos podem ser: 1) competicado por sitios de ligacdo ou exclusao competitiva; 2)
estimulo ao sistema imune; 3) Competicdo por nutrientes e 4) Producédo de

substancias antibacterianas e enzimas.

2.3.1 Competicao por sitios de ligagao ou exclusao competitiva

As bactérias probidticas ocupam sitios de ligagcdo na mucosa intestinal
formando uma barreira fisica as bactérias patogénicas. Dessa forma, as bactérias
patogénicas seriam excluidas por competicdo de espaco. O processo de aderéncia
dessas bactérias ¢é feito através de polissacarideos (moléculas de agucares
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ramificadas) que se extendem na parede externa da bactéria formando uma estrutura
chamada glicocalix ou fimbra que envolve a célula ou mesmo a colonia de bactérias.
A aderéncia das bactérias mediada pelo glicocalix das mesmas nos diferentes
ambientes é o fator determinante no inicio do processo de progressédo das doencgas
bacterianas (MACARI et al., 2002).

Algumas bactérias somente se aderem a superficie superior dos enterocitos,
enquanto que outras residem nas criptas onde sdo produzidas as novas células
epiteliais que migram até o topo das vilosidades (DOBROGOSZ et al., 1991 e
TORNUT, 1998).

A natureza quimica do glicocalix pode sofrer alteragcdes, em funcdo da
composi¢ao de agucares que compdem os polissacarideos. Estudos demonstram que
0S microrganismos quando em meio de cultura, ndo produzem glicocalix,
aparentemente utilizando reservas para multiplicacdo, e ndo aderéncia, a qual nao é
necessaria nestas circunstancias (MACARI et al., 2002).

Os enterdcitos do intestino delgado também apresentam seu glicocalix, a
colonizagao por bactérias nos diferentes segmentos parece estar na dependéncia da
aderéncia do glicocdlix de uma bactéria com o glicocalix do enterdcito. Este
mecanismo regula o processo de colonizagdo das bactérias no intestino delgado e
ceco das aves, na fase pré- eclosdo. O elo entre estes glicocalix pode ser uma
proteina chamada lectina, a qual se liga especificamente a um polissacarideo com
estrutura molecular (MACARI et al., 2002).

Pesquisas sugerem que o posicionamento do glicocalix ndo apenas atua
como um sistema de aderéncia da bactéria ao enterdcito, mas pode armazenar e
concentrar as enzimas digestivas produzidas pelas bactérias, as quais atuam
diretamente sobre a mucosa do hospedeiro liberando substancias importantes para a
sobrevivéncia e multiplicagdo dos microrganismos. Assim, a estrutura do glicocalix
funciona como um reservatoério de nutrientes para as bactérias.

Além de efeito fisico de barreira contra bactérias patogénicas, as bactérias
probidticas também exercem um efeito biolégico na medida em que promovem um
ambiente de baixa tensdo de oxigénio, desfavorecendo o crescimento de bactérias
enteropatogénicas (ADHIKARI & KIM, 2017).

Os microrganismos probiéticos viaveis quando adicionados a dieta passam a
predominar aderindo-se ao epitélio intestinal, dificultando a adesdo de bactérias

patogénicas. Estes microrganismos também possuem maior capacidade de captura e
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metabolizacdo de nutrientes presentes no lumen do que os patogénicos que né&o
estdo aderidos (ROTH, 2000).

Neste sentido, a administragcdo de bactérias benéficas como Lactobacillus,
Enterococcus e Bifidobacterium impede a colonizagdo de patdégenos, com
manutencao do equilibrio da microbiota intestinal.

Segundo Macari et al., (2005) um exemplo de como os probioticos formam
uma barreira fisica as bactérias patogénicas competindo com estas pelos nutrientes e
receptores celulares € a competicdo estabelecida entre a bactéria do género

Bifidobacterium com a bactéria Escherichia coli enteropatogénicas.

2.3.2 Estimulo ao sistema imune

O trato gastrintestinal das aves ¢é de fundamental importadncia no
desenvolvimento da imunidade geral inespecifica. Diferentemente de todas as outras
espécies animais, as aves nao apresentam linfonodos, seus o6rgaos linfoides,
espalhados ao longo do trato gastrintestinal, sdo as placas de Peyer, tonsilas cecais,
e Bolsa de Fabricius. Esses tecidos captam antigenos disponibilizados no trato
digestorio, os quais estimulam as células de defesa, para o desenvolvimento de
imunidade geral e inespecifica (MACARI et al., 2008).

Pesquisas realizadas “in vitro” e de modelos animais e humanos mostram que
os probidticos podem estimular tanto a resposta imune nao-especifica quanto a
especifica. Sugere-se que esses efeitos sejam mediados por uma ativacdo dos
macréfagos, por um aumento nos niveis de citocinas, da atividade das células
destruidoras naturais (NK — “natural killer’) e os niveis de imunoglobulinas, sem o
desencadeamento de uma resposta inflamatéria prejudicial (SAAD, 2006).

As bactérias probidticas tém capacidade de respostas imunes sistémicas,
aumentando o numero e atividade de células fagociticas do hospedeiro. As aves
possuem acumulos de tecido linfatico espalhado ao longo do trato intestinal que séo
as placas de Peyer, tonsilas cecais, além da Bolsa de Fabricius. Esses tecidos
captam antigenos disponibilizados no trato digestorio, que estimulam as células B
precursoras de IgA e, células T colaboradoras das placas de Peyer, para
desenvolvimento de uma imunidade geral e inespecifica. Pelo estimulo imunolégico

da mucosa, ocorre produgao de anticorpos tipo IgA, que bloqueiam os receptores e
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reduzem o numero de bactérias patogénicas na luz intestinal. Além disso, ativam
macroéfagos e estimulam a proliferacéo de células T (AJUWON, 2015).

Também tem sido demonstrado que os probidticos favorecem a atividade
fagocitica inespecifica dos macrofagos alveolares, sugerindo uma agao sistémica por
secregao de mediadores que estimulariam o sistema imune (CROSS, 2002).

Neste contexto, Menten (2001) observou que alguns géneros de bactérias
intestinais, como os Lactobacillus e as Bifidobacterium, estdo diretamente
relacionados com o estimulo da resposta imune, por meio do aumento da produgéo
de anticorpos, ativacdo de macréfagos, proliferacdo de células T e producédo de
interferon. De acordo com Delcenserie et al., (2008), os lactobacilos também podem
modular a resposta imune intestinal através do estimulo de secre¢cao de citocinas
determinadas por células epiteliais.

Os estudos que avaliam a relagao entre o consumo de probidticos e o sistema
imunoldgico sugerem que a ingestao de certa quantidade de cepas especificas de
bactérias acido-lacticas é capaz de alcancgar respostas imunes (GILL, 2004;
RUEMMELE, 2009; AJUWON, 2015). Segundo a World Gastroenterology
Organization (WGO) os efeitos ja descritos sé podem ser atribuidos as cepas
analisadas em cada estudo, e ndo podem ser generalizadas para toda a espécie nem
para todo o grupo de bactérias acido-lacticas ou outros probidticos.

Portanto, considerando que o intestino representa o maior 6rgao linfoide do
organismo e importante local de reagbes imunoldgicas, vale ressaltar as acgdes
benéficas que a microrobiota bacteriana do trato gastrintestinal pode exercer ao
promover fungdes antibacterianas, imunomoduladoras e metabdlicas/nutricionais
(BRANDT, 2006). Considerando um desafio ao organismo por micro-organismos
patogénicos, o sistema imunoldgico tem papel fundamental na defesa do organismo,
e para tanto, o uso de probidticos, pode atuar como uma das formas de fortalecer o

sistema imunoldgico e prevenir doengas infecciosas.

2.3.3 Competicao por nutrientes

A competigdo por nutrientes no lumen intestinal acontece entre as bactérias
intestinais por nutrientes especificos. As bactérias dos probidticos se nutrem de

ingredientes que foram parcialmente degradados pelas enzimas digestivas ou que
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foram intencionalmente adicionadas a dieta como prebidtico (ADHIKARI & KIM,
2017).

Segundo Silva et al., (2000) a caréncia de nutrientes disponiveis € um fator
limitante na manutengcdo das bactérias patogénicas, apresentando redugao
consideravel de algumas espécies de bactérias na microbiota intestinal justamente
pela deficiéncia nutricional.

Os probidticos influenciam na permeabilidade do epitélio intestinal,
proporcionando maior eficiéncia na digestao e absorgao de nutrientes (ROTH, 2000).
De acordo com Guillot (2000) os probidticos além de protegerem o epitélio intestinal,
evitam que os patogenos utilizem aminoacidos, minerais e carboidratos para
fermentacdo e producdo de toxinas, contribuindo para a eficiéncia alimentar e o

desempenho dos animais.

2.3.4 Producéao de substancias antibacterianas e enzimas

De acordo com Petri (2000), as bactérias probiéticas podem produzir e liberar
compostos como as bacteriocinas, acidos organicos e peroxido de hidrogénio que
possuem acédo bacteriana principalmente em relagcdo aos microrganismos
patogénicos. Os acidos organicos, produzidos pelas bactérias laticas s&o propridnico,
acetico, butirico e latico, além de acetaldeido, peroxido de hidrogénio, diacetil, didxido
de carbono e aminas, que favorecem os probidticos na competigcdo pelos sitios de
fixagdo na mucosa intestinal (FLEMMING, 2005).

Utyiama (2004) e Flemming (2005) fazem referéncia as bacteriocinas como
sendo compostos proteicos com agao inibitoria ou destrutiva contra uma espécie ou
cepa especifica de bactéria. Silva (2000) cita que as bacteriocinas funcionam como
antibioticos com agao local, inibindo o crescimento de patdgenos intestinais e que tém
auséncia de letalidade para as células produtoras.

As bacteriocinas produzidas pelos microrganismos acidolaticos séo a nicina,
diplococcina, lactocidina, bulgaricina e reuterina, essas substancias apresentam
atividade inibitéria tanto para bactérias Gram-negativas como para Gram-positivas,
dentre elas podem ser citadas a Salmonela sp, Escherichia coli e Staphylococcus sp
(FERREIRA et al., 2006).

Petri (2000) cita que as bactérias probioticas além da barreira fisica e efeito

bioldgico, proporcionam também efeito quimico, pois produzem acidos organicos
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como latico e propiénico, os quais levam a uma reducédo do pH do ambiente intestinal,
com uma consequente inibicdo de bactérias patogénicas, principalmente em relagao
ao Campylobacter, Clostridium e Salmonelas.

Segundo Dobrogosz et al., (1991), as bactérias probidticas também protegem
os vilos e as superficies absortivas contra toxinas irritantes produzidas pelos
microrganismos patogénicos, permitindo, assim, a regenera¢cdo da mucosa intestinal
lesada. Algumas bactérias secretam enzimas como a 3 — glucoronidase e hidrolases
de sais biliares que liberam compostos como acidos biliares com acgao inibitéria sobre
as outras bactérias (FULLER, 1992; JIM et al., 2000; OGAWA et al., 2001).

2.3.5 Microrganismos probidticos inativados

A capacidade de adesao dos microrganismos probidticos na mucosa
intestinal € fundamental para que os efeitos probidticos sejam observados, sendo
considerada um pré-requisito para a colonizagdo, atividade antagbnica contra
enteropatdégenos e modulagdo do sistema imune. No entanto, tratamentos fisicos
destinados a inativagcdo desses microrganimos podem alterar a capacidade de
adesdo, podendo afetar a eficacia dos probidticos, principalmente as propriedades
imunomoduladoras (KATO et al., 1994). Isso ocorre possivelmente pelas mudangas
no envoltério celular das cepas inativadas e ndao ao fato de que elas estdo mortas
(OUWEHAND et al., 2000).

Quando o probidtico € inativado por calor ou irradiagdo gama ocorre redugao
no numero de cepas aderidas, entretanto o Propionibacterium freudenreichii, quando
€ inativado pelo calor pode ter sua capacidade de adesdao aumentada, o mesmo
acontece com o Lactobacillus casei Shirota quando inativado por irradiagdo gama
(OUWEHAND et al., 2000).

Bernardeau et al. (2008) ao estudarem o potencial de adesao “in vitro” de
cepas de Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus farciminis inativadas pelo calor
observaram que estes possuiam capacidade de aderir ao modelo de mucosa
estudado. Os autores relataram também que os lactobacilos inativados podem
melhorar a resposta dos animais a pressao de patégenos entéricos, criando um efeito
de barreira e estimulando respostas imunolégicas devido a estabilidade das cepas

inativadas e a preservagao das estruturas da parede celular.
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2.4 INTEGRIDADE INTESTINAL

O sucesso na rentabilidade e desempenho das aves depende da obtencgao
adequada de nutrientes para mantenca do organismo e ganho em produg¢ao. Assim, a
integridade das células que compde a mucosa intestinal € de extrema relevancia, pois
sao as principais responsaveis na absor¢do dos nutrientes, impedindo a fixacdo e
multiplicagdo de agentes patogénicos na mucosa intestinal, prevenindo a instalagéao
de doencas entéricas e, consequentemente, melhorando o desempenho, diminuindo
a mortalidade e a contaminagéo dos produtos de origem animal (EDENS, 2003).

A qualidade intestinal refere-se mais especificamente ao equilibrio dindmico
entre a mucosa intestinal e o conteudo luminal, e se as caracteristicas estruturais e
funcionais da mucosa estao preservadas ou mantidas dentro do padrao esperado
para o tipo, espécie e linhagem de ave e para uma determinada fase do seu ciclo vital
(ITO et al., 2007).

Nas aves, o desenvolvimento do trato gastrointestinal se inicia nas primeiras
horas de vida do embrido e aos 18 dias de incubagdo a propor¢ao do peso do
intestino delgado do embrido € maior que a proporgado do peso corporal do mesmo
(UNI et al.,, 1998). No momento da eclosdo, o trato gastrointestinal ja esta
anatomicamente formado, mais sua capacidade funcional ainda esta em maturacao e
grandes alteragoes morfolégicas e fisiolégicas como a proliferacdo, diferenciacao,
maturacao celular, apoptose e na estrutura da mucosa do intestino delgado ocorrem
nesses primeiros dias apos a eclosédo (DIBNER e RICHARDS, 2004).

O intestino das aves € composto por duas partes principais o intestino
delgado, que é constituido por duodeno, jejuno e ileo, que apresentam diferengas
funcionais e morfoldgicas e o intestino grosso que compreende os cecos, colon e
reto. A maior parte do aproveitamento dos nutrientes ocorre no intestino delgado.
Contudo, parte da digestdo ocorre na superficie das vilosidades, que sdo formadas
por células da mucosa, os enterocitos, e pela agdo das enzimas de membrana
(BOARO, 2009).

A mucosa intestinal é recoberta por diversas vilosidades ou vilos,
proporcionando aumento na superficie de digestdo e absorgéo intestinal (Boaro,
2009). A manutengado do tamanho dos vilos garante a manutengdo da capacidade
digestiva e de absorgéo intestinal (PELICANO et al., 2003).
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Os vilos sao constituidos por trés tipos de células funcionalmente distintas: os
enterdcitos, as células caliciformes e as células enteroendocrinas (EROSCHENKO,
2008), e sao reguladas por uma variedade de fatores, incluindo nutrientes no lumen
intestinal, hormdnios gastrointestinais troficos, fatores de crescimento e citocinas
(MARSHMAN et al., 2002).

Os enterdcitos sdo responsaveis pelo transporte dos nutrientes a partir do
lumen. Estas células migram da cripta para o apice do vilo (BOARO, 2009). Os
enterocitos tem uma vida em torno de dois dias e trata-se do tecido de maior taxa de
renovacao celular, conforme a necessidade do intestino para desempenhar suas
fungbes naquele momento e da idade das aves (BOLELI et al., 2008).

Ja as células caliciformes sdo secretoras de glicoproteinas, cuja funcéo é
proteger o epitélio da agcdo de enzimas digestivas e efeitos abrasivos da digesta
(MAIORKA et al., 2003). As células enteroenddcrinas estao distribuidas pelo epitélio
dos vilos, sdo produtoras de horménios peptidicos (gastrina, secretina e
colecistoquinina) e monoaminas biogénicas, substancias essas que participam na
regulacdo da digestdo, absorcdo e utilizacdo dos nutrientes (MAIORKA, 2003;
EROSCHENKO, 2008).

No desenvolvimento da mucosa intestinal ocorrem eventos citoldégicos sendo
eles a renovagao celular (proliferagdo e diferenciacédo) e a perda de células por
descamacgao, que ocorre naturalmente no apice dos vilos (UNI et al.,, 1998),
principalmente frente a um desafio ou agressdo a mucosa intestinal. O equilibrio entre
esses processos recebe o nome de turnover, esse processo aumenta com a idade,
levando aproximadamente 72 horas em pintos de quatro dias e 96 horas em aves
mais velhas (SMITH e BEAL, 2008).

Considerando o ciclo de criagdo das aves, esse tempo de renovagao das
células intestinais representa uma grande parcela de tempo dentro da criagéo, assim,
o controle de agentes patogénicos ou fatores que possam afetar a integridade
intestinal sdo de extrema importancia para o maximo aproveitamento dos nutrientes e
consequentemente maior desempenho de frangos de corte.

Os probidticos contribuem para as caracteristicas produtivas dos animais,
aprimorando as condi¢des intestinais para os processos de digestdo e absor¢céo dos
nutrientes (PELICANO et al., 2004). Portanto, para uma boa eficiéncia, estes devem

ser administrados ja nos primeiros dias de vida para que tenham capacidade de
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modular beneficamente a microbiota intestinal, por meio dos seus mecanismos de
acao (LORENCON et al., 2007).

Para Fernandes et al., (2000), a suplementagao de probidtico na dieta de n&o
ruminantes pode ser preconizada a fim de auxiliar na manutencéo, estabilidade,
restabelecimento e permanéncia da microbiota intestinal ndo patogénica em neonatos
apos o desequilibrio ocasionado por estresse ou uso de antibioticos. Segundo o NRC
(1998), a espécie de microrganismo, o histérico de doengas dos animais, o “status”
sanitario da granja e a temperatura das instalagbées podem interferir na acdo dos

melhoradores de desempenho, inclusive dos probidticos.

2.5 MICROBIOTA INTESTINAL

Em 1885, Louis Pasteur abordou sobre a importancia das bactérias,
postulando que a vida na auséncia de microbios seria impossivel. Isto ndo se
confirmou na experiéncia com os animais “germfree” (criados em condi¢cdes especiais
e isentos de bactérias). Estes animais sobrevivem, porém o0s prejuizos sao
significativos para o desenvolvimento imunitario e desempenho zootécnico
(BOURLIOUX et al., 2003).

A microbiota intestinal possui um mecanismo metabolicamente ativo, sujeito
a variagao na composicao e no numero de especies presentes. As inumeras espécies
de bactérias formam um sistema complexo e dindmico. Aquelas que colonizam o trato
intestinal no inicio, tendem a persistir ao longo da vida da ave, passando a compor a
microbiota intestinal. A formacdo desta microbiota se da imediatamente apds o
nascimento das aves e aumenta durante as primeiras semanas de vida, até se tornar
uma populagdo predominantemente de bactérias anaerdbicas (SAAVEDRA et al.,
2002).

Os principais géneros identificados sao: Bacillus spp., Bifidobacterium spp.,
Clostridium spp., Enterobacter sp. e Lactobacillus spp., Fusubacterium spp.,
Escherichia spp., Enterococcus spp. e Streptococcus spp. No entanto, Apajalahti et
al., (2004) utilizando técnicas de DNA microbiano demonstraram que 90% das
bactérias encontradas no trato gastrintestinal das aves sdo desconhecidas. Com
relacdo a densidade, trabalhos mostram que o numero de bactérias pode alcancgar

10" e 10° por grama de contetido cecal e ileal, respectivamente, durante os primeiros
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trés dias pds eclosdo, permanecendo relativamente estavel nos préximos 30 dias
(APAJALAHTI et al., 2004).

Kozasa (1989) e Maruta (1993) descreveram as agdes benéficas da
microbiota intestinal, destacando sua importancia tanto na digestao e absor¢do dos
alimentos ingeridos pelo hospedeiro, como no metabolismo dos carboidratos,
proteinas, minerais e na sintese de vitaminas.

Uma microbiota equilibrada traz beneficios que proporcionam a inibicado do
crescimento de bactérias patogénicas, o estimulo ao sistema imune (influenciando o
numero, distribuicdo e grau de ativagcdo da populagcdo de células de defesa do
intestino), sintese de vitaminas (B, B9, K e E), reducdo da produgédo de gases e
melhor digestdo e absorgédo dos nutrientes.

A microbiota normal compete por pontos de ligagdo na mucosa intestinal e
produz acidos organicos e bacteriocinas, com o objetivo de promover resisténcia a
colonizac&o por patégenos (OVIEDO-RONDON, 2009).

No entanto, variagdes extremas que resultam em uma excessiva oferta de
substrato ou supressao das bactérias benéficas podem apresentar efeitos prejudiciais
ao hospedeiro, como diarréia, infecgdes, disturbios hepaticos, carcinogénese,
putrefacdo intestinal, reducdo da digestdo e absor¢cdo de nutrientes (WELTIZIEN,
2003).

Mudancgas na dieta e no manejo dos animais causam alteragdes drasticas na
microbiota intestinal das aves o que leva, consequentemente, a mudancas na
capacidade do animal de digerir e absorver nutrientes (APAJALAHTI et al., 2004). A
compreensao e monitoramento da dindmica microbiana do intestino s&o importantes
para o desenvolvimento de meétodos alternativos para modular as comunidades
microbianas em situacgdes debilitantes de estresse e a doencga, tal como durante uma
infeccdo causada por coccidiose em aves (OVIEDO-RONDON, 2009).

Os principais fatores conhecidos que afetam a composicdo da microbiota no
trato gastointestinal sdo: temperatura, pH, concentracdo de oxigénio, acidos biliares,
turnover celular, uréia, mucina, dieta, células fagociticas, potencial de oxidagao e
reducao, drogas e antibioticos (SAVAGE, 1980), toxinas, anticorpos e presenca de

outras bactérias.
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2.6 BACILLUS SUBTILES

De acordo com Gonzales et al., (2001), o Food and Drug Administration
(FDA), dos Estados Unidos, lista mais de quarenta microrganismos que podem ser
utilizados na produgéo de probiodticos. Os mais comuns sdo cepas de bactérias Gram
positivas dos tipos Lactobacillus sp. (L. acidophillus, L. farciminis, L. rhammnosus, L.
reuteri e L. salivarius), Streptococcus sp (S. faecium e S. mundtii) e Bacillus sp (B.
cereus, B. licheniformis, B. subtilis e B. toyoi), além das leveduras, como as cepas de
Saccharomyces cerevisae.

A microbiota intestinal tem grande influéncia sobre o desempenho e
desenvolvimento do trato gastrointestinal de frangos de corte, visto que esta
diretamente ligada a utilizacdo adequada dos nutrientes e por isso pode exercer efeito
sobre a bioquimica, fisiologia, imunologia e a resisténcia do hospedeiro (TANNOCK,
1998).

E considerada um ecossistema complexo, formado por aproximadamente
10"" UFC/g de contetdo intestinal, de um incontavel nimero de espécies distintas de
bactérias (ITO et al., 2004) ).

A populagdo da microbiota intestinal aumenta logo apds a eclosdo, e no
momento da chegada dos pintos a granja de criagéo, o trato intestinal ja pode estar
completamente colonizado (PEDROSO et al., 2005). Entretanto, a composi¢dao da
microbiota pode ser afetada pelas bactérias ja presentes no intestino, pelos
microrganismos naturais do ambiente (YIN et al., 2010), ou por microrganismos
provenientes dos adultos, principalmente da mae. Por outro lado, na avicultura atual,
ha restricao do contato da progénie com a matriz e isso reflete em pouca diversidade
da microbiota em aves recém - eclodidas, favorecendo a colonizagao por patdgenos
entéricos maléficos (LORENCON et al., 2007).

As bactérias indesejaveis ou patogénicas no trato gastrointestinal sao
responsaveis pela producdo de metabdlitos prejudiciais que afetam a dindmica
intestinal, diminuindo, por exemplo, a atividade de enzimas digestivas, como a lipase,
e a digestdo e absorcdo de lipideos ou vitaminas lipossoluveis importantes no
desenvolvimento animal (OVIEDO-RONDON, 2009). Além disso, o trato
gastrointestinal pode conter bactérias patogénicas representadas principalmente pela

E. coli e Salmonela, que por serem bactérias gram-negativas apresentam na
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constituicio da parede celular endotoxinas, que s&o liberadas com a morte
bacteriana, levando a disturbios intestinais (GABRIEL et al., 2006).

Portanto, mudangas na dieta e no manejo dos animais causam alteragdes
drasticas na microbiota intestinal das aves o que leva, consequentemente, a
mudangas na capacidade do animal de digerir e absorver nutrientes (APAJALAHTI et
al., 2004).

O intestino da ave pode ser habitado por diversas bactérias patogénicas que
afetam o desempenho animal. Segundo Cressman et al.,, (2010), a cama pode
influenciar diretamente a formacdo da microbiota intestinal. Esses autores
observaram que camas novas continham mais bactérias de origem ambiental e as
aves criadas nessas camas abrigaram as mesmas bactérias. Ja camas reutilizadas
continham mais bactérias de origem intestinal e os pintos criados nessa cama foram
amplamente colonizados por essas bactérias. Concluiram, portanto, que aves criadas
em condicboes de desafio sanitario devem ter capacidade de defesa perante as
bactérias presentes na cama para manter um bom desempenho produtivo.

De acordo com Santos et al., (2012) o entendimento da microbiota também
permite o controle sobre as mudangas da microbiota intestinal, adequagao do manejo
e incluir de maneira racional aditivos que possam alterar e regular a ecologia
microbiana, com o intuito de melhorar o desempenho zootécnico e diminuir alguns
efeitos de estresse ou os maleficios das doencas, além de elucidar os mecanismos
de infecgcdes e resisténcia de microrganismos a antibidticos melhoradores de
desempenho.

Uma das formas de entender essa relacdo € caracterizar corretamente seus
membros para posteriormente elucidar sua fungao nesse meio. Técnicas moleculares
vém se tornando as principais ferramentas utilizadas para esse fim, principalmente
por meio da analise filogenética dos acidos nucleicos, isto porque o DNA contém
todas as informagdes necessarias para a identificagdo de um microrganismo e
permite entender como funcionam os mecanismos de adaptagdo e resposta. Para
grande parte das técnicas moleculares, a regido mais amplamente utilizada é a 16S
da subunidade ribossomal do DNA, pois esta entre as macromoléculas mais
conservadas em todos os sistemas vivos, ja que possui uma limitagdo funcional, e
nao apresenta transferéncia lateral entre espécies, além de conter tamanho suficiente
(cerca de 1500 pares de bases) para realizar analises filogenéticas (AMANN et al.,
1995).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da adi¢cdo dietética de antibiético molhorador de desempenho
e probidtico em dietas de frangos de corte sobre o desempenho produtivo,
rendimento de carcaga, cortes, deposicdo de gordura abdominal, morfometria
intestinal, forca de ruptura e elasticidade da mucosa do duodeno e ainda

caracterizagao da microbiota intestinal.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Capitulo |

. Investigar se a adigdo dietética de um anitibidtico melhorador de
desempenho e probidtico melhora ou ndo o desempenho zootécnico de
frangos de corte de 1 a 42 dias de idade.

Capitulo Il

. Avaliar se a adicdo dietética de um antibiético melhorador de desempenho
e probidtico tem impacto sobre a diversidade da microbiota intestinal de
frangos de corte criados sobre cama obtida de aviario comercial com
histérico de enterites inespecificas.
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CAPITULO | - IMPACTO DA ADICAO DIETETICA DE ANTIBIOTICO
MELHORADOR DE DESEMPENHO E PROBIOTICO SOBRE O DESEMPENHO
PRODUTIVO, RENDIMENTO DE CARCACA E INTEGRIDADE INTESTINAL DE
FRANGOS DE CORTE

RESUMO

Os antibidticos melhoradores de desempenho (AMD) s&o rotineiramente
utilizados no controle de agentes patogénicos do trato gastrintestinal, além disso,
promovem melhora nos indices zootécnicos. No entanto, paises importadores de
carne de frango exigem a substituicdo desses aditivos, pois passaram a ser vistos
como fatores de risco para a saude humana pelo seu possivel risco de ocorréncia de
resisténcia a antimicrobianos. Atualmente, os probidticos sdo uma das alternativas
que podem substituir os AMD, e podem ter efeito benéfico no hospedeiro,
favorecendo o equilibrio de sua microbiota intestinal. Objetivou-se com este estudo,
avaliar o efeito da suplementacéo dietética de probidtico e antibidtico isolados ou em
associagao sobre a morfometria intestinal, o desempenho produtivo e o rendimento
de carcaga e cortes de frangos de corte, criados sobre cama obtida de aviario
comercial com histérico de enterites inespecificas. O experimento foi realizado no
aviario experimental da Universidade Federal do Parana. Foram utilizados 1800
pintos, de um dia de idade, Cobb slow, distribuidos em um delineamento inteiramente
casualizado com 4 tratamento, 9 repeticdes de 50 aves cada. As dietas experimentais
consistiram de: 1: Dieta controle, 2: Dieta controle + probidtico (100 g/ton), 3: Dieta
controle + AMD (125 g/ton), e 4: Dieta controle + AMD (125 g/ton), + probidtico (100
g/ton). A anadlise estatistica dos dados foi realizada pelo procedimento GLM do
software SAS. O uso de probidtico na dieta n&o influenciou (p>0,05) o peso médio,
ganho de peso, consumo de ragado e conversao alimentar em nenhum dos periodos
de criagao avaliados, com excecdo na 42 semana. De 21 a 28 dias, foi observado
efeito dos tratamentos sobre a conversao alimentar dos frangos de corte. Aves que
receberam a dieta controle apresentaram melhor (p<0,05) conversdo alimentar
quando comparada com a dieta acrescida da associagao probidtico + AMD. N&o
houve efeito significativo (P>0,05) do uso do probidtico em nenhuma das medidas
morfometricas do jejuno e ileo das aves. Ja para largura de vilo do duodeno, houve
efeito significativo (p<0,05). Aves que receberam dieta com AMD apresentaram maior
largura de vilos quando comparada apenas a dieta controle, ndo diferindo das
demais. O peso absoluto e relativo da carcaga, dos cortes comerciais ndo foram
influenciados pelos tratamentos (p>0,05). A deposi¢cdo de gordura abdominal em
relacdo ao peso da carcaca diferiu (p<0,05) entre os tratamentos. A dieta com AMD
resultou em menor deposigédo de gordura abdominal em comparagao as outras dietas,
ja as demais dietas foram semelhantes (p>0,05). A mensuracao da forca de ruptura e
elasticidade da mucosa do duodeno nao foi alterada (p>0,05) nos tratamentos.
Portanto, a utilizagdo de probidtico e antibidtico isolados ou em associagdo né&o
influenciou a morfometria intestinal, o desempenho produtivo e o rendimento de
carcaca de frangos de corte criados sobre cama obtida de aviario comercial com
histérico de enterites inespecificas. Praticas de manejo e de medidas higiénico-
sanitarias devem ser consideradas como alternativas para melhorar os indices
produtivos e econbmicos na avicultura.
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Palavras-chave: antibiético melhorador de desempenho, desempenho produtivo,
morfometria intestinal, Bacillus subtilis, forga de ruptura intestinal.

ABSTRACT

Antibiotics growth promoters (AGPMD) are routinely used in the control of
pathogens of the gastrointestinal tract, in addition, promotes improvement in
zootechnical indexes. However, chicken meat-importing countries require substitution
of these additives, as it came to be seen as risk factors for human health for its
possible risk of antimicrobial resistance. Currently, probiotics are one of the
alternatives that can replace the AGP, and may have a beneficial effect on the host,
favoring the balance of the intestinal microbiota. The aim of this study to evaluate the
effect of dietary supplementation of probiotic and antibiotic alone or in combination on
the intestinal morphology, the productive performance and carcass yield and broiler
cuts, created about bed obtained from a commercial Aviary with a history of non-
specific enteritis. The experiment was conducted in the experimental Aviary at the
Federal University of Parana. 1,800 day-old Cobb slow chicks were used, , distributed
in a completely randomized design with 4 treatment, 9 reps of 50 birds each. The
experimental diets consisted of: 1: control Diet, 2: control Diet + probiotic (100 g/ton),
3: control Diet + AMD (125 g/ton), and 4: control Diet + AGP (125 g/ton), + probiotic
(100 g/ton). Statistical analysis of the data was performed by the GLM procedure of
the SAS software. The use of probiotic in the diet did not influence (p 0.05 >) the
average weight, weight gain, feed intake and feed conversion in any of the periods of
creation assessed, except in the fourth week. From 21 to 28 days, treatment effect
was observed on the feed conversion of broilers. Birds that have received the control
diet showed better (p < 0.05) feed conversion compared with the diet plus probiotic
association + AGP. There were no significant effects (P > 0.05) of probiotic use in any
of the measures of the jejunum and ileum of the birds. Vilo width to the duodenum,
there was a significant effect (p < 0.05). Birds that received a diet with AGP had higher
villi width when compared to the control diet, not differing from the others. The
absolute and relative weight of the carcass of commercial cuts were not influenced by
the treatments (p 0.05 >). The deposition of abdominal fat in relation to the weight of
the carcass differed (p < 0.05) between treatments. The diet with AGP resulted in
lower deposition of abdominal fat compared to other diets, since the other diets were
similar (p > 0.05). The measurement of breaking strength and elasticity of the mucosa
duodenum has not changed (p > 0.05) treatments. Therefore, the use of probiotic and
antibiotic alone or in association didn't influence the intestinal morphology, the
productive performance and carcass yield of broilers reared on litter retrieved from a
commercial Aviary with history of nonspecific enteritis. Management practices and
hygienic-sanitary measures should be considered as alternatives to improve the
productive and economic indexes in aviculture.

Key-words: antibiotic performance improver, productive performance, intestinal
morphology, Bacillus subtilis, disruptive force.
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1 INTRODUGAO

A rapida ascensado e o aumento na intensidade na producao de frangos de
corte tornou mais desafiadora a busca por alternativas capazes de proporcionar
melhoria nos parametros produtivos de desempenho, rendimento de carcaga,
beneficios a saude e bem-estar animal. Por outro lado, com a constante demanda por
alimentos no mundo, cresce por parte do mercado consumidor a busca por alimentos
mais saudaveis que atendam legislagdes e as restricdes de mercado (ABPA, 2016).

Neste contexto, a utilizacdo de antibiéticos melhoradores de desempenho
(AMD) vem sendo uma estratégia eficiente, que tem contribuido para manter um
ponto de equilibrio entre custos e qualidade do produto, através da melhoria nos
indices produtivos e sanitarios dos plantéis avicolas. Entretanto, nos ultimos anos,
pressdes legislativas, barreiras comerciais e a crescente preocupagdo dos
consumidores acarretaram na reducdo da utilizagdo de aditivos antibidticos na
alimentacao animal, fato inicialmente ocorrido na Europa, com propor¢des globais
(COUNCIL, 2003). A simples remocgao desses aditivos das dietas animais pode gerar
consequéncias negativas, como a queda de desempenho produtivo dos animais
associado ao aumento da ocorréncia de enfermidades clinicas e, consequentemente,
maior uso de desinfetantes e de antibiéticos com fins terapéuticos (CHENG et al.,
2014).

O epitélio da mucosa do intestino constitui uma interface altamente dinamica
com o0 meio externo, constituindo-se uma porta de entrada para inumeros
microrganismos que ainda oferece condi¢cdes ao desenvolvimento de muitas bactérias
indesejaveis, como por exemplo, Salmonella spp, Campylobacter sp, Escherichia coli,
Clostridium perfringens e Staphylococcus aureus. Além desses patdégenos, ha uma
grande diversidade de formas de vida presentes na cama do aviario, que certamente
tém papel relevante na ocorréncia das enteropatias que afetam negativamente o
desempenho das aves e a qualidade do produto final (TURNELL et al., 2007;
ADHIKARI & KIM, 2017).

Nesse sentido, a manutencdo da saude intestinal e dos mecanismos de
controle da integridade das células epiteliais da mucosa gastrintestinal, é de vital
relevancia para o melhor aproveitamento dos nutrientes da dieta. Além disso, os
tecidos que compdem o trato gastrintestinal correspondem a cerca de apenas 5% do

peso corporal, mas consomem entre 15 e 30% de todo aporte de O, e proteinas do
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organismo (GASKINS, 2001), além de cerca de 20% da energia bruta consumida
(MCBRIDE & KELLY, 1990), devido a alta taxa de renovagdo e intensa atividade
metabolica das células. Neste sentido, o intestino ndo € mais reconhecido apenas
pela sua importante fungdo associada aos processos de digestdo e absor¢dao, mas
também pelo importante papel imunolégico na defesa contra as agressdes do meio
externo (ADHIKARI & KIM, 2017).

Ao mesmo tempo em que se discute a retirada dos antibiéticos melhoradores
de desempenho, pesquisas cientificas mostram que algumas alternativas podem ser
viaveis. A colonizagao intencional da microbiota intestinal com bactérias probidticas
(CUKROWSKA et al.,, 2002) que podem colonizar ou n&o o trato gastrintestinal e
promover a eliminagdo de bactérias patogénicas sem eliminar as populagdes
benéficas ou gerar resisténcia bacteriana no organismo dos frangos de corte
(LINZMEIER et al., 2009; COGLIANI; GOOSSENS e GREKO., 2011; AJUWON,
2015), pode ser uma importante estratégia para a manutengao da sanidade das aves
(BOLELI et al., 2002; FRANCO, 2011) e dos indices produtivos € econdmicos.

Os principais efeitos observados dos probiéticos em frangos de corte sao a
melhoria no desempenho produtivo e na qualidade da carne, estimulagao da resposta
imune, na morfologia intestinal e no equilibrio da microbiota intestinal (BAI et al.,
2013; ADHIKARI & KIM, 2017).

Entretanto, a eficacia da suplementacdo, depende das carateristicas das
cepas do microrganismo e da quantidade utilizada na elaboragdo do produto
(AJUWON, 2015), assim como da formulagdo/composi¢ao por microrganismos vivos
em culturas definidas, indefinidas ou simbidticas (GUARNER et al., 2011). Entre
outros fatores nao associados ao produto, porém determinante a sobrevivéncia das
bactérias probidticas no TGI, incluem-se o agente anticoccidiano usado, a idade do
lote de aves e, principalmente do desafio sanitario da criagdo (MENTEN &
PEDROSO, 2005; ADHIKARI & KIM, 2017).

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da adicao dietética de antibiotico
melhorador de desempenho e probidtico sobre o desempenho produtivo e a
morfometria intestinal de frangos de corte criados em cama proveniente de lotes

comerciais com histdrico de enterites inespecificas.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no aviario experimental da Universidade Federal
do Parana (UFPR) — Setor Palotina onde todos os procedimentos com uso de animais
neste trabalho foram submetidos & avaliacdo e aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagcdo Animal da UFPR - Setor Palotina (Protocolo 24/2016).

Aves e Dietas Experimentais

Foram utilizados 1800 pintos de corte da linhagem Cobb Slow, machos, de
um dia de idade, distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado, com
quatro tratamentos com nove repeti¢cdes de 50 aves por box (15 aves/m?).

As Dietas experimentais consistiram de:

Dieta experimental 1: Dieta controle;

Dieta experimental 2: Dieta controle + probi6tico;

Dieta experimental 3: Dieta controle + AMD;

Dieta experimental 4: Dieta controle + AMD + probidtico;

O AMD utilizado foi a Enramicina na dose de 125 gr/ton de ragdo (Enramax®
- Farmabase Saude Animal Ltda) e o probidtico (cepa de Bacillus subtilis), na dose de
100g/ton de racado (Baymix® Grobig™, Bayer Saude Animal). O AMD e o probioético
foram adicionados as dietas respectivas, durante todo o periodo de criacdo das aves
(1 a 42 dias de idade).

Foi utilizada a cama do aviario experimental de experimento anterior a qual foi
incorporada a uma cama obtida de aviario comercial com historico de enterites
inespecificas, visando resultar em desafio sanitario semelhante ao observado em
condi¢cbes comerciais.

O programa nutricional foi dividido em trés fases: inicial (1 — 18 dias idade),
crescimento (19 — 35 dias idade) e abate (36 — 42 dias de idade). As ragdes
experimentais, a base de milho e farelo de soja, foram formuladas visando atender as
exigéncias nutricionais das diferentes fases de acordo com as recomendacgdes das
agroindustrias locais (TABELA 1).
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TABELA 1 - COMPOSIGAO PERCENTUAL E CALCULADA DAS DIETAS EXPERIMENTAIS DOS
FRANGOS DE CORTE NO PERIODO INICIAL (1 A 18 DIAS), CRESCIMENTO (19 A 35
DIAS) E ABATE (36 A 42 DIAS).

Ingredientes Inicial Crescimento Abate
Milho 574,50 596,79 609,42
Oleo de Soja 28,00 41,00 46,00
Farelo de Soja (46%) 334,00 301,00 290,00
Farinha de Carne 41,00 40,00 35,00
Calcareo calcitico 4,40 4,40 4,40
Sal Branco Comum 2,90 2,60 2,90
Bicarbonato de Sadio 1,50 1,00
DL-Metionina (98%) 3,75 3,50 3,40
L Lisina (50,7%) 3,96 3,84 3,72
Treonina (98%) 0,970 0,980 1,020
L-Valine (96,5%) 0,330 0,370 0,310
Colina (60%) 0,960 0,740 0,600
Salinomicina 12% 0,550
Maxiban 80/80 0,500
Caulim' 0,225 0,225 0,225
Premix vitaminico mineral® 3,00 3,00 3,00
Valores calculados
EM, Kcal/Kg 3.099 3.228 3.279
PB, % 22,527 21,108 20,460
Calcio, % 0,901 0,879 0,818
P.Disp., % 0,459 0,448 0,419
Lis Dig., % 1,250 1,161 1,120
Met Dig., % 0,665 0,624 0,608
AAS Dig., % 0,963 0,905 0,883
ThrDig., % 0,813 0,766 0,751
Leuc Dig, % 1,662 1,573 1,538
lle Dig., % 0,851 0,789 0,765
Val Dig., % 0,962 0,905 0,874
Phe Dig., % 0,932 0,869 0,851
Arg Dig., % 1,350 1,253 1,210
Na+K+Cl (MEQ/100g) 245 224 206

" Substituido por 100g/ton de AMD (dieta experimental 2), substituido por 150g/ton de probidtico (deita
experimental 2) e substituido por 100g/ton de AMD+150g/ton de probiético (dieta experimental 4).

"Nivel por kg de premix inicial: Vitamina A (KUI/KG 4,000,00); Vitamina D3(KUI/KG 1,167,,000); Vitamina
E (UI/KG 10,000,00) Vitamina K3 (mg/kg 1,000,00); Vitamina B1-Tiamina (mg/kg 1,000,00); Vitamina B2 —
Riboflavina (mg/kg 2,666,666); Vitamina B6 — Piridoxina (mg/kg 1,667,00); Vitamina B12 —
Cianocobalamina (mg/kg 6,666,00); Acido Pantaténico (mg/kg 6, 000,00) Niacina (mg/kg 13,000,00);
Acido Félico (mg/kg 833,33); Biotina (mcg/kg 80,000,00); Manganés (ppm 40,000,00); Zinco (ppm
33,333,33); Ferro (ppm 23,333,00); Cobre (ppm 2,666,67); lodo (ppm 333,33); Selénio (ppm 80,00);
Etoxiquina (mg/Kg 22,200,00); Fitase Phyzyme (g/kg 16,667); AXTRA XAP 101 TPT (g/kg 33,333,00).
Nivel por kg de premix crescimento: Vitamina A (KUI/KG 3,000,00); Vitamina D3(KUI/KG 1,000,000);
Vitamina E (UI/KG 8,333,33) Vitamina K3 (mg/kg 1,000,00); Vitamina B1-Tiamina (mg/kg 800,00);
Vitamina B2 — Riboflavina (mg/kg 2,166,667); Vitamina B6 — Piridoxina (mg/kg 1,400,00); Vitamina B12 —
Cianocobalamina (mg/kg 5,000,00); Acido Pantaténico (mg/kg 5,000,00) Niacina (mg/kg 11,666,667);
Acido Félico (mg/kg 500,00); Biotina (mcg/kg 70,000,00); Manganés (ppm 33,333,00); Zinco (ppm
26,666,00); Ferro (ppm 20,000,00); Cobre (ppm 2,666,67); lodo (ppm 333,33); Selénio (ppm 80,00);
Etoxiquina (mg/Kg 22,200,00); Fitase Phyzyme (g/kg 16,667).

Nivel por kg de premix abate: Vitamina A (KUI/KG 2,333,00); Vitamina D3(KUI/KG 834,000); Vitamina E
(UI/KG 6,667,000) Vitamina K3 (mg/kg 1,000,00); Vitamina B1-Tiamina (mg/kg 600,00); Vitamina B2 —
Riboflavina (mg/kg 1,667,000); Vitamina B6 — Piridoxina (mg/kg 1,167,00); Vitamina B12 —
Cianocobalamina (mg/kg 4,000,00); Acido Pantaténico (mg/kg 4,000,00) Niacina (mg/kg 10,000,000);
Acido Félico (mg/kg 334,00); Biotina (mcg/kg 66,667,00); Manganés (ppm 33,333,00); Zinco (ppm
26,666,00); Ferro (ppm 20,000,00); Cobre (ppm 2,666,67); lodo (ppm 333,33); Selénio (ppm 80,00); BHT
(mg/Kg 33,333,00); Fitase Phyzyme (g/kg 16,667).

FONTE: A Autora (2018).
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Os boxes experimentais t&ém a dimens3o de 1,50 x 2,50, totalizando 3,52 m?
de area disponivel (descontado o espago do balde). A temperatura ambiental foi
mantida dentro da faixa de conforto térmico por meio de campénulas providas de
lampadas de aquecimento infravermelho, ventiladores, exaustores e placas de
resfriamento controlados por um sistema automatizado.

As aves receberam agua e alimento ad libitum durante todo o periodo
experimental de 42 dias. Nos primeiros quatro dias, a agua foi oferecida em
bebedouros infantis e a partir do 5° dia de idade, por meio de bebedouro nipple. As
aves até os 14 dias de idade receberam 24 horas de luz, em funcdo do sistema de
aquecimento (lampada halégena de 300W). Apos este periodo receberam 16 horas
de luz e 8 horas de escuro diariamente até 21 dias de idade e posteriormente 14

horas de luz e 10 horas de escuro até o final do experimento.

Avaliacdo do desempenho das aves

Para o calculo do desempenho produtivo as aves foram pesadas aos 7, 14,
21, 35 e 42 dias, assim como a sobra de ragao fornecida, para a avaliagdo do peso
meédio, ganho de peso, consumo de ragdo e conversdo alimentar. A conversao
alimentar foi corrigida pela mortalidade semanal das aves conforme metodologia

descrita por Sakomura e Rostagno (2007).

Histomorfometria da mucosa intestinal

Aos 42 dias de idade, foram abatidas por atordoamento com eletricidade e
posterior sangria de acordo com a Instrugdo Normativa n° 3 de janeiro de 2000
(Regulamento Técnico de Métodos de Insensibilizacdo para o Abate Humanitario de
Animais de Acgougue) duas aves/repeticdo (18 aves/tratamento). O trato
gastrintestinal foi exposto e em seguida retirados fragmentos de aproximadamente 5
cm de comprimento do duodeno (regido ascendente da al¢ga duodenal) e do jejuno
(regiao do diverticulo de Meckel) e do ileo (regido posterior a valvula ileo-ceco-cdlica).
Cada fragmento foi fixado em formalina 10% tamponada submetido a cortes semi-
seriados de 5um de espessura, submetidos aos procedimentos histolégicos e corados
por HE (hematoxilina e eosina) de acordo com os procedimentos descritos por Begak
(1976).
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Para o estudo morfométrico, as imagens dos segmentos do intestino foram
capturadas por meio da microscopia de luz, utilizando-se o sistema analisador de
imagens computadorizado (Image Pro-Plus - Versdo 5,2 — Media Cibernética). Foi
contabilizado o numero de criptas em 20 vilos para a determinagcédo da relagao
numero de criptas: numero de vilos de cada repeticdo para cada segmento. Foi
mensurado a altura e largura de 20 vilos e a profundidade e largura de 20 criptas de
cada repeticdo para cada segmento e destes valores foi obtida a média para o calculo
da relagao comprimento do vilo:profundidade da cripta. As medidas foram utilizadas
para o calculo da area da superficie de absor¢cdo da mucosa intestinal, através da
seguinte férmula, segundo KISIELINSKI et al., (2002):

Area de absorcéo:
(LV x AV) + (LV/2 + LC/2)? - (LV/2)?

(LV/2 + LC/2)?

Onde: LV: largura de vilo, AV: altura de vilo, LC: largura de cripta

Resisténcia e elasticidade da mucosa do duodeno

Um segundo segmento do duodeno foi coletado (¥8 cm — porgao
descendente da alca duodenal) de duas aves/ repeticdo (18 aves/tratamento) e
mantido em solucao fisioldgica por 24hs. As amostras foram submetidas ao ensaio de
flexao a taxa de deformacao constante para material visco-elastico com auxilio de um
dispositivo de fixagao para teste de perfuragcdo adaptada ao texturébmetro (Modelo TA-
XT2i, Stable Mycro Systems LTDA., Goldalming, UK). Foi obtida a for¢ca de ruptura
(kg) e elasticidade (mm) da mucosa do duodeno, que corresponde a distancia que a
ponta de prova percorreu antes de atingir o pico. Os parametros utilizados foram:

velocidade de 1 mm/s, forga do disparo de 10 g e tensdo de 15 mm.

Rendimento de carcaga, cortes nobres e deposi¢cao de gordura abdominal

Para calculo do rendimento de carcaca e cortes nobres e deposicdo de
gordura abdominal, aos 43 dias, foram abatidas 48 aves por tratamento. Previamente,

as aves foram identificadas e submetidas ao jejum alimentar por seis horas e abatidas
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por atordoamento com eletricidade e posterior sangria de acordo com a Instrugao
Normativa n° 3 de janeiro de 2000 (Regulamento Técnico de Meétodos de
Insensibilizacdo para o Abate Humanitario de Animais de Agougue). Antes do abate
foi obtido o peso vivo e apds o abate, com o auxilio de uma balanga eletrénica foi
determinado o peso absoluto da carcacga, dos cortes e da gordura abdominal.

Para o calculo de rendimento de carcaga, foi considerado o peso da carcaca
eviscerada quente, sem os pés, cabega e gordura abdominal, em relagdo ao peso
vivo que foi obtido individualmente antes do abate das aves. Para o rendimento dos
cortes, foi considerado o rendimento do peito inteiro com pele e ossos, das pernas
(coxa e sobrecoxa com ossos e pele), e asas com pele, que foi calculado em relagao
ao peso da carcaga eviscerada. A gordura abdominal presente ao redor da cloaca, da
bolsa cloacal, moela, proventriculo e dos musculos abdominais adjacentes foi

retirada, pesada e também calculada em relagcdo ao peso da carcaca eviscerada.

Analise estatistica

Os resultados obtidos no experimento foram tabulados e analisados
utilizando-se analise de variancia (ANOVA) do procedimento General Lineal Model
(GLM) com auxilio do programa estatistico SAS (2002, SAS Institute Inc., Cary, NC) e
quando significativas, as médias entre os tratamentos foram comparadas pelo teste
de Tukey a 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de probidtico na dieta nao influenciou (p>0,05) o peso médio, ganho de
peso, consumo de ragao e conversao alimentar em nenhum dos periodos de criagao
avaliados, com excec¢ao na quarta semana. De 21 a 28 dias, foi observado efeito dos
tratamentos sobre a conversao alimentar dos frangos de corte. Aves que receberam a
dieta controle apresentaram melhor (p<0,05) conversao alimentar quando comparada
com a dieta acrescida da associacao probiético + AMD. As outras dietas resultaram
em conversao alimentar semelhantes (TABELA 2).

Considerando o periodo de 1 a 21dias e 1 a 42 dias de idade das aves
(TABELA 3), ndo houve efeito (p>0,05) dos aditivos utilizados de forma isolada ou em

associagao sobre os indices produtivos.
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A falta de efeito da suplementagdo de aditivos na primeira semana de vida
também foi observada por Maiorka et al., (2001), que compararam a inclusdo de
antibidtico, prebidtico, probidtico (Bacillus subtilis) e simbidtico, assim como Pelicano
et al., (2004a), que avaliou probidtico isolado (Bacillus subtilis) ou associagdo de
cepas (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Streptococcus lactis,
Streptococcus faecium, Bifidobacterium bifidum, Aspergillus oryzae) e prebidtico.

Fernandes et al., (2014) observaram melhor ganho de peso das aves na fase
inicial quando as dietas foram suplementadas com antibiético em relagdo a dieta
controle, sem diferengas significativas com dietas acrescidas de aditivos alternativos
(probidtico, prebidtico, simbidtico e acidos organicos).

Considerando o periodo total do experimento, de 1 a 42 dias de idade,
nenhuma das dietas influenciou os indices avaliados, o que também foi observado
por Henrique et al., (1997), Loddi et al., (2000), Lima et al., (2003), Pelicano et al.,
(2004b), Appelt et al., (2010), Boratto et al., (2004), Junqueira et al., (2006) e Silva et
al, (2011) que trabalharam com a mesma cepa (Bacillus subtilis) utilizada nesse
experimento. Outro trabalho, com cepas associadas (Lactobacillus acidophillus,
Streptococcus faecium e Bifidobacterium bifidum) também nao mostrou resultados
positivos sobre o desempenho das aves (Bitterncourt et al., 2011). Em outro trabalho
conduzido por Fernandes et al.,, (2014), utilizando probidtico a base de
microrganismos colonizadores (Bactérias anaerdbicas, enterobactérias fermentadoras
de lactose, Enterococcus spp e Lactobacillus acidophilus), os resultados foram
semelhantes, ou seja tanto a suplementagdo com antibiético ou probiético em relagéo

a dieta controle, ndo alteraram o desempenho produtivo das aves.
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TABELA 2 - INDICES ZOOTECNICOS DE FRANGOS DE CORTE DE 1 A 42 DIAS ALIMENTADOS
COM DIETAS ACRESCIDAS DE ANTIBIOTICO MELHORADOR DE DESEMPENHO
(AMD) E PROBIOTICOS ISOLADO OU ASSOCIADOS

= Consumo Conversao
eso, g Ganho de peso, g de racs I ¢
¢éo, g alimentar
1a7dias
Controle 201,55 154,95 166,62 1,076
Probiético 205,60 158,60 169,61 1,069
AMD 204,51 157,17 169,26 1,078
Probidético + AMD 203,60 157,14 171,31 1,091
Média 203,81 156,97 169,20 1,079
CV, % 2,77 3,56 2,91 3,57
Valor de P 0,4860 0,5853 0,2634 0,6766
7 a 14 dias
Controle 507,51 304,15 383,38 1,261
Probidtico 511,94 302,33 386,44 1,279
AMD 516,00 308,32 391,49 1,270
Probiético + AMD 520,18 310,53 393,69 1,269
Média 513,97 306,39 388,83 1,270
CV, % 3,03 3,91 3,80 3,07
Valor de P 0,4168 0,5056 0,4952 0,8261
14 a 21 dias
Controle 977,40 474,24 666,46 1,405
Probidtico 973,02 469,60 655,28 1,397
AMD 1000,85 483,31 680,20 1,409
Probiético + AMD 982,04 474,81 674,06 1,421
Média 983,33 475,49 669,00 1,408
CV, % 4,54 5,89 5,20 2,56
Valor de P 0,5718 0,7724 0,4737 0,5554
21 a 28 dias
Controle 1610,64 630,70 915,97 1,456 °
Probidtico 1584,35 611,33 914,62 1,500 %
AMD 1625,23 631,53 930,84 1,475 %
Probiético + AMD 1588,03 604,76 918,59 1,521°
Média 1601,13 618,90 919,81 1,489
CV, % 4,67 8,17 5,79 2,81
Valor de P 0,6441 0,6120 0,8590 0,0175
28 a 35 dias
Controle 2294,84 684,20 1163,83 1,703
Probidtico 2262,81 674,06 1141,11 1,695
AMD 2332,99 691,35 1156,64 1,674
Probidtico + AMD 2270,45 681,34 1144,97 1,683
Média 2287,54 682,17 1150,97 1,689
CV, % 4,28 5,91 4,77 3,83
Valor de P 0,5050 0,8607 0,8225 0,8272
35 a 42 dias
Controle 2849,75 550,53 1150,96 2,131
Probidtico 2805,81 555,73 1119,17 2,042
AMD 2884,53 590,22 1147,09 1,950
Probidtico + AMD 2792,14 530,30 1109,29 2,177
Média 2837,77 559,98 1136,86 2,066
CV, % 6,46 16,62 9,95 9,31
Valor de P 0,7135 0,4416 0,8341 0,1143

FONTE: A Autora (2018).
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Jameoz et al., (2004) observaram pior ganho de peso das aves na fase inicial
quando receberam probidtico em comparacdo a uma dieta isenta de qualquer aditivo.
Entretanto, aos 42 dias, o desempenho produtivo foi semelhante.

Ja Mountzouris et al., (2007) obtiveram melhora no ganho de peso de aves
alimentadas com dieta contendo probiotico (Lactobacillus reuteri,
Enterococcusfaecium, Bifidobacterium animalis, Pediococcus acidilactici e
Lactobacillus salivarius) em comparagdo com a dieta isenta, porém sem diferengas
em relagdo a dieta contendo antibidtico ou o mesmo probidtico aplicado via agua de
bebida. Resultados positivos com a suplementagdo de probidtico também foram
relatados por Jin et al., (1997), Moreno et al., (2002), Fenandez e Crespo (2003).

Panda et al., (2000) utilizaram um probiético que aumentou o ganho de peso
de frangos de corte apenas nas primeiras quatro semanas, mas nao melhorou a
conversao alimentar. Por outro lado, Patel et al., (2015) suplementaram a dieta das
aves com um probidtico com associagao de varias cepas de bactérias e leveduras e
somente observaram melhor ganho de peso e conversao alimentar das aves quando

utilizaram o dobro da dose indicada.

TABELA 3 - INDICES ZOOTECNICOS DE FRANGOS DE CORTE DE 1 A21DIAS E DE 1 A42 DIAS
ALIMENTADOS COM DIETAS ACRESCIDAS DE ANTIBIOTICO MELHORADOR DE
DESEMPENHO (AMD) E PROBIOTICO ISOLADOS OU ASSOCIADOS.

1 a 21 dias
Controle 979,93 923,24 1197,59 1,297
Probidtico 973,02 911,48 1188,62 1,304
AMD 993,70 924,21 1212,15 1,312
Probiético + AMD 997,69 931,26 1224,88 1,316
Média 985,69 922,21 1205,29 1,307
CV, % 3,86 4,38 3,95 1,45
Valor de P 0,5158 0,7870 0,4318 0,2277

1 a42 dias
Controle 2849,75 2723,50 4291,9 1,577
Probiético 2805,81 2649,80 4192,60 1,584
AMD 2884,53 2747,30 4287,30 1,562
Probiético + AMD 2792,14 2656,30 4227,90 1,592
Média 2837,77 2695,53 4291,22 1,579
CV, % 6,46 7,34 6,24 2,14
Valor de P 0,7135 0,6929 0,8872 0,2390

FONTE: A Autora (2018).

Segundo Menten et al., (2002), a acao do antimicrobiano ou do aditivo

melhorador de desempenho esta diretamente ligada a presenca de patégenos e que
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quanto maior o desafio, maior o efeito dos antimicrobianos sobre o desempenho dos
animais. Entretanto, Ribeiro et al., (2017) ndo observaram efeito positivo no
desempenho produtivo de aves desafiadas com Salmonella enteritidis, nem na
producdo de anticorpos anti-Salmonella ou na morfometria intestinal. Da mesma
forma, no presente experimento, as aves foram expostas a um desafio sanitario
“natural”, ou seja, por meio de cama reutilizada de um aviario comercial de frangos de
corte com histérico de enterites inespecificas, e também nao houve respostas
positivas em relagao a suplementagao do AMD ou probidtico em nenhuma das fases
avaliadas.

Esses resultados controversos levam ao questionamento da efetividade
desses aditivos como melhoradores de desempenho. Os fatores por tras da
variabilidade do uso de probidticos podem incluir a idade das aves, a microbiota real
ja presente no intestino ou no ambiente de criagdo, a dose e a natureza das cepas
utilizadas para a cultura de probidticos, espécies de probidticos, método de
preparagdo de cepas probioticas, via de administragcdo e tempo de aplicagdo em
relacdo ao tipo de desafio sanitario aplicado (Brisbin et al., 2011; Ajuwon, 2015;
Huyghebaert et al., 2011, Adhikari & Wu, 2017). Em fungédo disso, € muito dificil
estabelecer um paralelo entre estudos e comparar resultados.

O uso do probidtico na dieta ndo afetou (P>0,05) nenhuma das medidas
morfometricas do jejuno e ileo das aves. Ja para largura de vilo do duodeno, houve
efeito significativo (p<0,05). Aves que receberam dieta com AMD apresentaram maior
largura de vilos quando comparada apenas a dieta controle, ndo diferindo das
demais, mas apesar disso a area de absorgao foi igual. Aves que receberam
probidtico isolado ou em associacdo com AMD apresentaram largura de vilo
semelhantes (p>0,05) entre si.

Lee et al., (2010) também n&o observaram efeito da suplementacdo de oito
probidticos compostos por diferentes cepas de Bacillus subtilis aos 21 dias de idade.
Fernandes et al., (2014) relataram que a suplementacdo de dieta com aditivos
(probidtico, perbidtico ou acido orgéanico), antibiético ou o fornecimento de dieta isenta
de qualquer aditivo melhorador de desempenho também n&o influenciou a
morfometria da mucosa ou das camadas da parede intestinal. Entretanto, Pelicano et
al., (2003), Pelicano et al., (2007), Oliveira et al., (2009), e Panda et al., (2009)
observaram efeitos positivos de aditivos alternativos sobre o comprimento dos vilos e

profundidade das criptas.
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Awad et al., (2009) demonstraram que os aditivos probioticos (Lactobacillus
hetero ou hemofermentativos) ou simbidticos (Enterococcus faecium, derivado de
chicéria e substancias imunomoduladoras) resultaram em maior relagao vilo:cripta,
tanto no duodeno quanto no ileo dos frangos de corte, bem como a altura de vilo e
profundidade das criptas do ileo. Segundo Kuzmuk et al., (2005), a altura dos vilos e
a profundidade das criptas sdo consideradas indicadores do bom desenvolvimento do
intestino, sendo que em condigcbes de homeostase fisiolégica apresentam maior

relacao vilo/cripta.

TABELA 4 - MORFOMETRIA DA MUCOSA INTESTINAL DO DUODENO, JEJUNO E iLEO DE
FRANGOS DE CORTE AOS 42 DIAS DE IDADE ALIMENTADOS COM DIETAS
ACRESCIDAS DE ANTIBIOTICO MELHORADOR DE DESEMPENHO (AMD) E
PROBIOTICO ISOLADOS OU ASSOCIADOS.

Vilo, um Cripta, um Relagao Area de
comprimento  largura profundidade largura  Vilo:cripta Absorgao, me
Duodeno
Controle 1680,38 120,74° 64,90 46,17 26,57 29,90
Probiotico 1685,61 121 ,99ab 68,39 4518 24,87 29,91
AMD 1756,01 140,68° 63,96 48,39 28,35 28,25
Fropiotico + 179456 130,00° 67,67 4595 27,53 30,37
Média 1729,14 128,57 66,23 46,42 26,83 29,61
CV, % 16,77 16,71 17,52 14,12 24,07 20,85
Valor de P 0,595 0,028 0,628 0,532 0,447 0,750
Jejuno
Controle 1123,89 111,24 60,35 47,08 19,46 20,54
Probiodtico 1063,24 115,85 61,50 45,79 17,58 19,37
AMD 1048,75 120,76 59,32 45,59 18,53 19,20
opotico * 1082,93 109,83 62,16 4801 18,46 20,10
Média 1079,70 114,42 60,83 46,62 18,51 19,80
CV, % 16,55 15,91 23,03 16,68 25,35 20,13
Valor de P 0,630 0,275 0,933 0,765 0,705 0,726
fleo
Controle 889,54 111,78 63,91 40,82 14,31 17,63
Probiodtico 811,77 118,73 59,70 45,03 13,98 15,20
AMD 826,32 117,02 58,94 47,90 14,37 14,98
Lpopotico * 872,55 125,98 50,43 4470 1518 15,82
Média 850,04 118,38 60,49 44,61 14,46 15,90
CV, % 19,50 19,04 20,74 20,65 23,13 23,60
Valor de P 0,467 0,313 0,657 0,153 0,729 0,148

FONTE: A Autora (2018).
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Na fase apds o nascimento, da-se o desenvolvimento do trato gastrintestinal,
como maturagdo funcional do intestino envolvendo mudangas fisiologicas e
morfolégicas que proporcionam aumento na area de superficie de digestdo e
absorcao (MAIORKA et al., 2002). A mucosa do intestino tem crescimento continuo,
necessitando sempre de renovagéao e esta intimamente ligada com fatores presentes
na dieta e de hormodnios presentes na circulagdo sanguinea (insulina, tiroxina,
trilodotironina) (FURLAN et al., 2004). A maior parte do aproveitamento dos nutrientes
ocorre no intestino delgado. O duodeno é o segmento intestinal que apresenta maior
densidade e altura de vilos seguido do jejuno, ambos responsaveis pela maior parte
da absorcéo intestinal (UNI et al., 1995).

E importante considerar ainda que, quando a mucosa sofre processo de
agressao, a reposicao celular se faz as custas de consumo de nutrientes, os quais
sdo provenientes das reservas energéticas do organismo da ave e da ragao ingerida.
MCBRIDE & KELLY (1990) estimaram que a manutencdo do epitélio intestinal e
estruturas anexas de suporte tem custo de 20% da energia bruta consumida pelo
animal.

A melhoria na arquitetura intestinal traz multiplos beneficios. Nado sé aumenta
a capacidade do frango para resistir a invasédo de patdogenos, mas também aumenta a
capacidade funcional do intestino para a absorg¢ao de nutrientes (S et al., 2005).

Na TABELA 5, estdo demonstrados os resultados da avaliagao da resisténcia
das paredes que compdem o duodeno, que compreende dois parametros: a forca
necessaria para ruptura e a elasticidade do tecido muscular, ou a distancia que a
sonda percorreu para ocasionar a ruptura. Nao houve efeito significativo (P>0,05) dos
tratamentos para nenhuma das medidas.

A resisténcia da parede intestinal a ruptura e a elasticidade, apresentam
variabilidade significativa resultante quer da prépria heterogeneidade dos
constituintes das paredes do intestino (mucosa, submucosa, camada muscular
interna circular, camada muscular externa longitudinal e serosa), quer das condi¢des
intrinsecas do teste.

De acordo com Mattar et al., (2002) , alguns probiéticos podem influenciar o
epitélio intestinal por produzir peptideos antimicrobianos e citocinas como IL-12, IFN-
y, IL-10, e TNF-qa, além do aumento na secre¢do de mucina que serve como uma

barreira fisica que evita a translocacdo bacteriana. A integridade intestinal é
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extremamente importante para evitar a translocagéo bacteriana ou o rompimento das
visceras durante os procedimentos de abate dos frangos de corte.

Rasschaert et al., (2007) e Al-Zenki et al., (2009) demonstraram que os
probidticos podem atuar inibindo o desenvolvimento de bactérias patogénicas no trato
gastrintestinal dos animais, mais especificamente contra bactérias do género
Salmonella spp., reduzindo as chances de ocorrer contaminagdo das carcagas por
rompimento de visceras no interior do abatedouro. Esta redugdo é de extrema
importancia, tendo em vista que a salmonelose é a principal fonte de toxiinfecgbes
alimentares para seres humanos.

Estrada et al., (2001) observaram uma reduc&o de bactérias aerdbicas totais,
coliformes e clostridios em frangos que receberam Bifidobacterium bifidum, e
comprovaram redugdo no numero de condenagdes de carcaga por celulite nos
animais suplementados, trazendo beneficios na qualidade da carcaca das aves que

chegam ao abatedouro, facilitando o processo e garantindo um produto de qualidade.

TABELA 5 - RESISTENCIA E ELASTICIDADE DO DUODENO DE FRANGOS DE CORTE COM 42
DIAS DE IDADE ALIMENTADOS COM DIETAS ACRESCIDAS DE ANTIBIOTICO
MELHORADOR DE DESEMPENHO (AMD) E PROBIOTICO ISOLADOS OU

ASSOCIADOS.
Duodeno
Resisténcia, kg Elasticidade, mm
Controle 0,745 7,87
Probidtico 0,657 7,81
AMD 0,824 8,77
Probiético + AMD 0,710 8,09
Média 0,734 8,13
CV, % 26,38 26,28
Valor de P 0,332 0,768

FONTE: A Autora (2018).

O peso absoluto e relativo da carcacga, dos cortes comerciais ndo foram
influenciados pelos tratamentos (p>0,05). A deposicao de gordura abdominal em
relacdo ao peso da carcaga diferiu (p<0,05) entre os tratamentos. A dieta com AMD
resultou em menor deposigao de gordura abdominal em comparagao as outras dietas.
As demais dietas foram semelhantes (p>0,05) (TABELA 6).
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TABELA 6 - PESO ABSOLUTO E RELATIVO DA CARCACA, CORTES COMERCIAIS E GORDURA
ABDOMINAL DE FRANGOS DE CORTE AOS 42 DIAS DE IDADE ALIMENTADOS COM
DIETAS ACRESCIDAS DE ANTIBIOTICO MELHORADOR DE DESEMPENHO (AMD) E
PROBIOTICO ISOLADOS OU ASSOCIADOS.

Peso absoluto, g

Peso vivo Carcaca Peito Pernas Asas Gordura
Controle 31427 2525,00 982,89 793,22 242,44 4478
Probidtico 3121,8 2489,56 968,33 785,22 240,11 50,22
AMD 3132,9 2509,67 983,22 795,11 245,44 42,67
Probiético + AMD 3108,9 2487,00 967,33 780,67 242,33 48,00
Média 3126,55 2502,8 975,44 788,55 242,58 46,42
CV, % 8,09 8,07 9,01 7,77 5,94 14,15
Valor de P 0,993 0,975 0,965 0,953 0,890 0,091
Peso relativo, %

Controle 80,34 38,87 31,45 9,63 1,76%°
Probidtico 79,73 38,86 31,55 9,66 2,01°
AMD 80,17 38,94 31,58 9,77 1,69°
Probiotico + AMD 79,98 38,88 31,38 9,76 1,93%
Média 80,06 38,89 31,49 9,71 1,85

CV, % 0,97 2,51 2,16 3,70 10,82
Valor de P 0,389 0,998 0,920 0,783 0,005

FONTE: A Autora (2018).

Outros estudos encontraram resultados semelhantes no rendimento de
carcaga, de asas e de peito entre os grupos controle negativo e os suplementados
com probiotico ou AMD (Loddi et al., 2000; Dionizio et al ., 2002; Ramos, 2009).

Denli et al., (2003) encontraram que a suplementacdo de Saccharomyces
cerevisiae na dieta diminuiu o peso e a porcentagem de gordura abdominal de
frangos

Ha uma grande expectativa de que os aditivos alternativos mantenham os
indices zootécnicos obtidos com o uso de AMD e que possam substitui-los (FRANCO
et al., 2007). Entretanto, quando o animal é criado em ambiente com boas condi¢des
sanitarias, somado a uma dieta equilibrada e que atenda suas exigéncias nutricionais,
portanto, com condi¢gbes necessarias para expressar 0 maximo a sua genética para
deposicdo proteica é questionavel a necessidade do uso de qualquer aditivo promotor
do crescimento. O rendimento de carcaga além dos outros paradmetros produtivos é
de grande relevancia comercial, melhorias nestes parametros trazem um grande

acréscimo financeiro a cadeia produtiva.
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A utilizagdo de qualquer aditivo promotor de crescimento deve ser avaliada
conforme as condi¢cdes sanitarias do plantel. Em situacbes de controle sanitario, o
uso desses produtos pode ser dispensavel, por outro lado em situagdes de desafio
sanitario, diferentes doses e combinagdes de probidticos devem ser estudadas devido
as suas diversas vantagens que podem trazer para a cadeia produtiva. Outro fator
importante € a composi¢cdo do probidtico. Produtos com maior numero de cepas
podem ter maior influéncia do que monocomponentes, uma vez que agem em
diferentes sitios e ttm mecanismo de agao distintos, resultando em efeitos sinérgicos
(KLOSE et al., 2006, ADHIKARI & KIM, 2017).

Ainda, em relagcdo a cepa que compde o probidtico, deve ter condicdes de
permanecer no ecossistema intestinal para que o hospedeiro animal seja beneficiado
pelo seu uso. Porém, uma das razbes para a ineficacia pode residir na escolha de
bactérias probidticas que quando incorporadas a racdo, eventualmente, revelam
baixo potencial de sobrevivéncia durante o tempo de exposicdo no comedouro e/ou
no armazenamento do produto (LIMA et al., 2003). Por outro lado, a opgao por
estirpes benéficas formadoras de esporos pode ser a melhor solugao natural para o
desafio da estabilidade de produtos microbianos suplementados nas dietas (EZEMA,
2013). Entretanto, como esses agentes nao colonizam o intestino e ndo se fixam
como habitantes normais da microbiota intestinal, sendo apenas agentes transitorios
do trato digestivo, como por exemplo o Bacillus subtilis, devem ser administrados em
concentragcdes adequadas e até o abate, pois a suspensao do produto permite que a
microbiota intestinal apresente, em pouco tempo, as mesmas caracteristicas
apresentadas antes do fornecimento do probiético.

Alguns estudos tém revelado efeitos associados quando utilizados em
combinagao, probidticos e prebidticos. Foi observado melhor resposta dos frangos
frente ao estresse por calor (SOHAIL et al., 2012), melhor desempenho produtivo
(Mookiah et al., 2014), aumento na producdo de acido latico e eliminagdo de
patdogenos como o Clostridium (ABUDABOS et al., 2015) e na morfometria intestinal
(WANG et al., 2016).

Destaca-se que a via de administracdo dos probidticos determina uma melhor
ou pior capacidade de colonizacio intestinal pelas bactérias presentes do produto
utilizado. Segundo Stavric (1992), a inoculagéo direta no eso6fago/ingluvio (intra-
esofagiana) € a mais eficiente. Entretanto, em condicbes de campo, devido a

necessidade de aplicagdo em massa, métodos de administragdo através da agua de
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bebida ou pulverizagdo sdo os mais indicados (SCHNEITZ, 1992). A aplicacado
através de agua de bebida ndo garante que todas as aves fagam a ingestdo da
quantidade preconizada diariamente para uma boa colonizacdo do trato
gastrintestinal.

Nas condi¢des de tecnificagdo e criacbes em alta densidade na avicultura
atual, ha necessidade de tratar, medicar ou vacinar um elevado numero de aves, em
curto espaco de tempo e, sem minimizar a qualidade e a viabilidade intrinseca do
produto que esta se administrando, toda e qualquer via de aplicagdo em massa é
sempre desejavel, especialmente se estiver associada a manutencao da efetividade
do produto envolvido.

Sendo assim, as condigdes da microbiota intestinal em frangos de corte
podem ser alteradas por fatores mais variados possiveis como estresse, enterites,
parasitoses, manejo e clima, determinando a exacerbagdo de microrganismos
indesejaveis e um desequilibrio do meio intestinal com efeitos nocivos na saude
animal e na produgao (GARLICH, 1999). Isso reforgca a importancia de uma boa
sanidade, genética, manejo e nutricdo para a maxima eficiéncia dos indices

zootécnicos.

4 CONCLUSAO

A suplementagcdo de probidtico isolado ou associado a um antibidtico
melhorador de desempenho n&o alterou o desempenho produtivo das aves, com
excecao da conversao alimentar que foi pior no tratamento antibidtico+probidtico
quando comparada ao grupo controle.

O peso absoluto ou relativo da carcaga e dos cortes comerciais nao foram
influenciados pelos tratamentos.

A deposicdo de gordura abdominal foi maior nas aves suplementadas com
probiético em comparacao as aves que receberam antibiético.

O uso do probidtico na dieta isolado ou associado a um antibidtico
melhorador de desempenho nao alterou nenhuma das medidas morfometrias do

intestino, assim como a forca de ruptura e elasticidade da mucosa do duodeno.
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CAPITULO 1II - IMPACTO DA ADICAO DE ANTIBIOTICO MELHORADOR DE
DESEMPENHO E PROBIOTICO SOBRE A DIVERSIDADE DA MICROBIOTA
INTESTINAL DE FRANGOS DE CORTE

RESUMO

As interacbes entre a microbiota intestinal e as associagdes que ocorrem entre
esses microrganismos e o hospedeiro podem contribuir para a manutengao da saude
e homeostase da populagéo intestinal e integridade fisica do intestino das aves.
Aditivos dietéticos adicionados a dieta, podem apresentar um grande espectro de
acao, principalmente contra as cepas patogénicas, sem alterar a quantidade de
bactérias em si, mas seu perfil, diminuindo a diversidade da comunidade como um
todo. O objetivo foi avaliar o impacto da adigdo de antibiético melhorador de
desempenho e probiodtico sobre a diversidade da microbiota intestinal de frangos de
corte criados sobre cama obtida de aviario comercial com histérico de enterites
inespecificas. O experimento foi realizado no aviario experimental da Universidade
Federal do Parana. Foram utilizados 1800 pintos, de um dia de idade, Cobb slow,
distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamento,
nove repeticoes de 50 aves cada. As dietas experimentais consistiram de: Dieta
controle, Dieta controle + probidtico (100 g/ton), Dieta controle + AMD (125 g/ton), e
Dieta controle + AMD (125 g/ton), + probidtico (100 g/ton). Através da analise de
metagendmica, foi possivel esclarecer de modo geral a dindmica da microbiota
encontrada em frangos de corte neste estudo. No presente estudo, os filos
identificados, assim como as correspondentes ordens, classes e familias nao
apresentaram grande variagdo em relagdo aos tratamentos. Entretanto, o género
Streptococcus e Clostridium foram mais frequentes no ileo das aves suplementadas
com probidtico. Para o ceco, observou-se ocorréncia de maior frequéncia dos
géneros Lactobacilales, Subdoligranulum, Gemmiger, Streptococcus, Blautia e
Bacterioides, independentemente da dieta. O género Bacterioide, foi mais frequente
em aves que receberam a dieta controle. As espécies mais prevalentes no ileo das
aves foram o L. aviarius, L. helveticus e L. salivarius. A dieta acrescida de probidtico +
AMD resultou em maior prevaléncia do L. aviarius, enquanto que a dieta com
probidtico reduziu a ocorréncia de L. helveticus, mas aumentou a frequéncia do L.
salivarius em relacao a dieta controle. No ceco das aves, as espécies mais frequentes
foram L. helveticus, aviarius e salvarius, Subdoligranulum variable, Gemmiger
formicilis, Blautia glucerasea e Streptococcus macedonicus. As aves que receberam o
probiético na dieta, isolado ou associado ao AMD, apresentaram uma menor
ocorréncia do S. macedonicus. A ocorréncia das espécies Clostridium spiroforme,
Bacteroides dorei, Bacteroides intestinalis, Bacteroides uniformis, Escherichia coli,
Bacteroides xylanisolvens, Gemmiger formicilis foram semelhantes entre os
tratamentos. Porém, a ocorréncia de Gemminger formicilis nas aves suplementadas
com probidtico foi cerca do dobro do que observado em outros tratamentos. A
microbiota intestinal € influenciada pelos tratamentos de forma inespecifica e sua
modulagao é variavel e dindmica.

Palavras-chave: antibidtico melhorador de desempenho, Bacillus subtilis, desafio
sanitario, microbiota intestinal, 16S rDNA.
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ABSTRACT

Interactions between intestinal microbiota and associations that occur between
these microorganisms and the host may contribute to the maintenance of health and
homeostasis of the birds. Dietary additives added to the diet, can present a wide
spectrum of action, especially against the pathogenic strains, without changing the
amount of bacteria in the gut, but its profile, decreasing the diversity of the community
as a whole. The objective was to evaluate the impact of adding antiotic growth
promoter (AGO) and probiotic on the diversity of the intestinal microbiota of broiler
raised on litter retrieved from a commercial Aviary with a history of non-specific
enteritis. The experiment was conducted in the experimental Aviary at the Federal
University of Parana. 1800 day-old Cobb slow chicks were used, , distributed in a
completely randomized design with four treatments, 9 reps of 50 birds each. The
experimental diets consisted of: control Diet, diet control + probiotic (100 g/ton),
control Diet + AGP (125 g/ton), and diet control-AGP (125 g/ton), + probiotic (100
g/ton). Through the analysis of metagenomics, it was possible to clarify overall
dynamics of microbiota found in broilers in this study. In the present study, the phyla
identified, as well as the corresponding orders, classes and families did not show
great variation in relation to treatments. However, the genus Streptococcus and
Clostridium were more frequent in the ileum of birds supplemented with probiotics. In
the cecum, observed occurrence of higher frequency of the genera Lactobacilales,
Subdoligranulum, Gemmiger, Streptococcus, and Bacterioides Blautia, regardless of
diet. The genus Bacterioide, was more common in birds that have received the control
diet. The most prevalent species in the ileum of birds were |. aviarius, I. helveticus and
|. salivarius. The diet plus probiotic + AMD resulted in increased prevalence of I.
aviarius, while the probiotic reduced the occurrence of |. helveticus, but increased the
frequency of |. salivarius compared to the control diet. In the cecum of birds, the most
frequent species were |. helveticus, aviarius, and salvarius, Subdoligranulum variable,
formicilis, glucerasea and Blautia Gemmiger Streptococcus macedonicus. The birds
that were given the probiotic diet, isolated or associated with AGP, presented a lower
occurrence of s. macedonicus. The occurrence of Clostridium spiroforme species,
Bacteroides dorei, Bacteroides intestinalis, Bacteroides uniformis, Escherichia coli,
Bacteroides xylanisolvens, Gemmiger formicilis were similar between treatments.
However, the occurrence of Gemminger formicilis in birds supplemented with probiotic
was about twice that observed in other treatments. The intestinal microbiota is
influenced by nonspecific way and treatment effects are variable and dynamic.

Key-words: antibiotic performance improver, Bacillus subtilis, health challenge,
intestinal microbiota, 16S rDNA.
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1 INTRODUGAO

A interagcao entre microbiota intestinal e as associagbes que ocorrem entre
esses micro-organismos e o hospedeiro contribuem para a manutencdo da saude,
para a homeostase da populagéo intestinal e para a integridade fisica do intestino do
hospedeiro (PEDROSO, 2011). A microbiota € ainda capaz de regular a eficiéncia
absortiva, a maturagao intestinal, a resposta imune, o tempo de permanéncia do bolo
alimentar no trato e o aproveitamento de alguns nutrientes pouco digestiveis pelas
enzimas endogenas do animal (AMIT-ROMACH et al., 2004).

Alguns patégenos como Campylobacter e Salmonella podem ter transmissao
vertical da matriz para o pintainho, onde medidas de controle devem ser
constantemente adotadas na sanidade do plantel das matrizes e também no controle
da biosseguridade das granjas (Cox et al., 2012). Sendo assim, a colonizagéo do trato
reprodutivo das matrizes deve ser considerada, o que significaria que o ovo fértil
poderia ser colonizado antes da postura. Da mesma forma que o trato reprodutivo da
fémea, o sémen também pode abrigar bactérias (Gast et al., 2013; Guard et al., 2010;
Rivoal et al., 2010). Portanto, a diversidade da microbiota do frango de corte pode ser
influenciada pela transmisséo vertical.

Essa hipétese foi comprovada por Pedroso et al., (2008), que demonstraram
que o intestino de frangos de corte comega a ser colonizado ainda antes do
nascimento. Esses autores observaram a existéncia de microbiota com baixa
diversidade no intestino de embrides apds o 16° dia de incubagédo. Logo apds a
eclosdo, grande quantidade de microrganismos ja € observada no trato intestinal de
pintainhos. Amostras coletadas no momento da chegada dos pintainhos a granja de
criacdo também mostraram que o trato intestinal dos mesmos ja estava colonizado
(PEDROSO et al., 2005).

A densidade bacteriana do intestino aumenta rapidamente pds-ecloséo,
sendo que a maxima densidade é verificada com menos de uma semana de vida dos
frangos, permanecendo constante pelos 30 dias que se seguem (APAJALAHTI et al.,
2004; RINTTILA, 2013). Entretanto, a diversidade das comunidades microbianas no
trato gastrointestinal pode ser influenciada continuadamente de acordo com a
qualidade e composicao da agua e ragao, higiene e manejo das instalacdes, nivel de
sanidade assim como pela qualidade do ar e da cama (Lu et al., 2003).
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Nesse sentido, tem sido reconhecido que o melhor entendimento das
interagcbes entre os micro-organismos, hospedeiro e o alimento ingerido é
fundamental para a manutengcdo da saude intestinal, crescimento e eficiéncia
alimentar dos frangos de corte (Wei et al., 2013).

Além disso, a microbiota pode ser regulada pelo influxo de nutrientes a partir
da dieta, pela taxa de passagem do conteudo intestinal, nivel e atividade de
substancias antimicrobianas (KOUTSOS; ARIAS, 2006). Laparra e Sanz (2010)
demonstraram que componentes dietéticos podem se constituir em substrato para
diferentes popula¢gdes microbianas e que as comunidades predominantes podem ser
determinadas pela composicéo dietética.

Aditivos, a exemplo dos antibidticos adicionados a dieta, apresentam um
grande espectro de agao, principalmente contra as cepas patogénicas, sem alterar a
quantidade de bactérias em si, mas seu perfil (PEDROSO et al., 2006), diminuindo a
diversidade da comunidade como um todo (KIM et al., 2011). A ag&o do antibiotico é
diretamente relacionada com a melhoria no desempenho das aves, mas os
mecanismos envolvidos permanecem pouco explicados.

Além disso, diante das proibicdes do uso dos antibidticos, outros produtos
modeladores de microbiota estdo sendo testados e administrados como forma
preventiva.

Para que os probidticos colonizem o trato gastrintestinal, as bactérias
precisam encontrar um nicho e interagir com a comunidade ja existente. De que
forma essa interacdo ira ocorrer, e quais outras cepas serdao beneficiadas ou
prejudicadas € dificil prever, pois depende de diversos fatores, como a cepa
introduzida, as bactérias presentes no hospedeiro, o status fisiolégico do hospedeiro
e as condicdes de desafio no ambiente (PEDROSO et al., 2012).

Uma segunda classe de probioticos que pode ser utilizada ndo é capaz de
colonizar o intestino do hospedeiro, mas compde a comunidade transiente e, quando
dispersa no lumen, pode produzir bacteriocinas contra cepas patogénicas e outras
substancias benéficas ao hospedeiro. Para selecionar um probiético € importante
considerar sua composigcao que € fundamental, pois microrganismos que nao fazem
parte da microbiota normal do hospedeiro devem ser utilizados continuamente, ou
eles serao eliminados. Além disso, € importante o uso de um probidtico baseado em
uma microbiota inespecifica no incubatério e assim que o animal chegar a granja de

criacdo, quando a microbiota ainda ndo foi completamente estabelecida e o nicho
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intestinal pode nao estar colonizado. Muitas vezes, a utilizacdo de um produto
bacteriano nao é eficiente porque o0 mesmo nao foi utilizado no periodo adequado, ou
foi utilizado por tempo insuficiente (MACARI et al., 2014).

Portanto, existe urgéncia em identificar alternativas viaveis e assertivas que
substituam os antibioticos, ter um melhor entendimento e monitoria do dinamismo do
ecossistema microbiano intestinal para desenvolver alternativas ou produtos capazes
de modular a microbiota intestinal e melhorar o desempenho ou reduzir os fatores
estressantes e controlar doencas entéricas (OVIEDO-RONDON, 2009).

Segundo Pedroso et al., (2012), pelo fato das técnicas normais de cultivo
limitarem o entedimento do microbioma intestinal, o estudo da ecologia intestinal
através de técnicas moleculares €, sem duvida, eficiente para conhecer e entender o
ecossistema intestinal. O uso das técnicas de biologia molecular baseadas no uso do
DNA revelam que existe maior complexidade e diversidade do que se imaginava, e
permitiu a expansao da perspectiva de estudo da comunidade microbiana, em termos
de composicao, diversidade e estrutura (WEI et al., 2013).

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar o impacto da adi¢ao de
antibiotico melhorador de desempenho e probidtico sobre a diversidade da microbiota

intestinal de frangos de corte.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no aviario experimental da Universidade Federal
do Parana (UFPR) — Setor Palotina onde todos os procedimentos com uso de animais
neste trabalho foram submetidos a avaliacdo e aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFPR - Setor Palotina (Protocolo 24/2016).

Aves e Dietas Experimentais

Foram utilizados 1800 pintos de corte da linhagem Cobb Slow, machos, de
um dia de idade, distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado, com 4
tratamentos com 9 repeticées de 50 aves por box (15 aves/m?).
As Dietas experimentais consistiram de:
Dieta experimental 1: Dieta controle;

Dieta experimental 2: Dieta controle + probi6tico;
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Dieta experimental 3: Dieta controle + AMD;
Dieta experimental 4: Dieta controle + AMD + probiético;

O AMD utilizado foi a Enramicina na dose de 125 gr/ton de ragdo (Enramax®
- Farmabase Saude Animal Ltda) e o probidtico (cepa de Bacillus subtilis), na dose de
100g/ton de racdo (Baymix® Grobig™, Bayer Saude Animal). O AMD e o probidtico
foram adicionados as dietas respectivas, durante todo o periodo de criacdo das aves
(1 a 42 dias de idade).

Foi utilizada a cama do aviario experimental de experimento anterior a qual foi
incorporada a uma cama obtida de aviario comercial com histérico de enterites
inespecificas, visando resultar em desafio sanitario semelhante ao observado em
condi¢cbes comerciais.

O Programa nutricional foi dividido em trés fases: inicial (1 — 18 dias idade),
crescimento (19 — 35 dias idade) e abate (36 — 42 dias de idade). As ragdes
experimentais, a base de milho e farelo de soja, foram formuladas visando atender as
exigéncias nutricionais das diferentes fases de acordo com as recomendacdes das
agroindustrias locais (TABELA 1).
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TABELA 1 - COMPOSIGAO PERCENTUAL E CALCULADA DAS DIETAS EXPERIMENTAIS DOS
FRANGOS DE CORTE NO PERIODO INICIAL (1 A 18 DIAS), CRESCIMENTO (19 A 35
DIAS) E ABATE (36 A 42 DIAS)

Ingredientes Inicial Crescimento Abate
Milho 574,50 596,79 609,42
Oleo de Soja 28,00 41,00 46,00
Farelo de Soja (46%) 334,00 301,00 290,00
Farinha de Carne 41,00 40,00 35,00
Calcareo calcitico 4,40 4,40 4,40
Sal Branco Comum 2,90 2,60 2,90
Bicarbonato de Sadio 1,50 1,00
DL-Metionina (98%) 3,75 3,50 3,40
L Lisina (50,7%) 3,96 3,84 3,72
Treonina (98%) 0,970 0,980 1,020
L-Valine (96,5%) 0,330 0,370 0,310
Colina (60%) 0,960 0,740 0,600
Salinomicina 12% 0,550
Maxiban 80/80 0,500
Caulim’ ] 0,225 0,225 0,225
Premix vitaminico mineral® 3,00 3,00 3,00
Valores calculados
EM, Kcal/Kg 3.099 3.228 3.279
PB, % 22,527 21,108 20,460
Calcio, % 0,901 0,879 0,818
P.Disp., % 0,459 0,448 0,419
Lis Dig., % 1,250 1,161 1,120
Met Dig., % 0,665 0,624 0,608
AAS Dig., % 0,963 0,905 0,883
ThrDig., % 0,813 0,766 0,751
Leuc Dig, % 1,662 1,573 1,538
lle Dig., % 0,851 0,789 0,765
Val Dig., % 0,962 0,905 0,874
Phe Dig., % 0,932 0,869 0,851
Arg Dig., % 1,350 1,253 1,210
Na+K+Cl (MEQ/100g) 245 224 206

" Substituido por 100g/ton de AMD (dieta experimental 2), substituido por 150g/ton de probidtico (deita
experimental 2) e substituido por 100g/ton de AMD + 150g/ton de probiético (dieta experimental 4).
'Nivel por kg de premix inicial: Vitamina A (KUI/KG 4,000,00); Vitamina D3(KUI/KG 1,167,,000);
Vitamina E (UI/KG 10,000,00) Vitamina K3 (mg/kg 1,000,00); Vitamina B1-Tiamina (mg/kg 1,000,00);
Vitamina B2 — Riboflavina (mg/kg 2,666,666); Vitamina B6 — Piridoxina (mg/kg 1,667,00); Vitamina B12 —
Cianocobalamina (mg/kg 6,666,00); Acido Pantaténico (mg/kg 6, 000,00) Niacina (mg/kg 13,000,00);
Acido Folico (mg/kg 833,33); Biotina (mcg/kg 80,000,00); Manganés (ppm 40,000,00); Zinco (ppm
33,333,33); Ferro (ppm 23,333,00); Cobre (ppm 2,666,67); lodo (ppm 333,33); Selénio (ppm 80,00);
Etoxiquina (mg/Kg 22,200,00); Fitase Phyzyme (g/kg 16,667); AXTRA XAP 101 TPT (g/kg 33,333,00).
Nivel por kg de premix crescimento: Vitamina A (KUI/KG 3,000,00); Vitamina D3(KUI/KG 1,000,000);
Vitamina E (UI/KG 8,333,33) Vitamina K3 (mg/kg 1,000,00); Vitamina B1-Tiamina (mg/kg 800,00);
Vitamina B2 — Riboflavina (mg/kg 2,166,667); Vitamina B6 — Piridoxina (mg/kg 1,400,00); Vitamina B12 —
Cianocobalamina (mg/kg 5,000,00); Acido Pantaténico (mg/kg 5,000,00) Niacina (mg/kg 11,666,667);
Acido Folico (mg/kg 500,00); Biotina (mcg/kg 70,000,00); Manganés (ppm 33,333,00); Zinco (ppm
26,666,00); Ferro (ppm 20,000,00); Cobre (ppm 2,666,67); lodo (ppm 333,33); Selénio (ppm 80,00);
Etoxiquina (mg/Kg 22,200,00); Fitase Phyzyme (g/kg 16,667).

Nivel por kg de premix abate: Vitamina A (KUI/KG 2,333,00); Vitamina D3(KUI/KG 834,000); Vitamina E
(UI/KG 6,667,000) Vitamina K3 (mg/kg 1,000,00); Vitamina B1-Tiamina (mg/kg 600,00); Vitamina B2 —
Riboflavina (mg/kg 1,667,000); Vitamina B6 - Piridoxina (mg/kg 1,167,00); Vitamina B12 -
Cianocobalamina (mg/kg 4,000,00); Acido Pantaténico (mg/kg 4,000,00) Niacina (mg/kg 10,000,000);
Acido Folico (mg/kg 334,00); Biotina (mcg/kg 66,667,00); Manganés (ppm 33,333,00); Zinco (ppm
26,666,00); Ferro (ppm 20,000,00); Cobre (ppm 2,666,67); lodo (ppm 333,33); Selénio (ppm 80,00);
BHT (mg/Kg 33,333,00); Fitase Phyzyme (g/kg 16,667).

FONTE: A Autora (2018).
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Os boxes experimentais t&ém a dimens3o de 1,50 x 2,50, totalizando 3,52 m?
de area disponivel (descontado o espaco do balde). A temperatura ambiental foi
mantida dentro da faixa de conforto térmico por meio de campénulas providas de
lampadas de aquecimento infravermelho, ventiladores, exaustores e placas de
resfriamento controlados por um sistema automatizado.

As aves receberam agua e alimento ad libitum durante todo o periodo
experimental de 42 dias. Nos primeiros 4 dias, a agua foi oferecia em bebedouros
infantis e a partir do 5° dia de idade, por meio de bebedouro nipple. As aves até os 14
dias de idade receberam 24 horas de luz, em funcdo do sistema de aquecimento
(ldampada halégena de 300W). Apds este periodo receberam 16 horas de luz e 8
horas de escuro diariamente até 21 dias de idade e posteriormente 14 horas de luz e

10 horas de escuro até o final do experimento.

Extracdo e Sequenciamento do 16S rDNA bacteriano

Aos 42 dias foram sacrificadas duas aves de quatro repeticdes (8
aves/tratamento) por tratamento para coleta do conteudo intestinal dos segmentos do
ileo e ceco. Imediatamente apds o abate, os cecos foram retirados para nao ocorrer
contaminagao com as excretas do ileo. Foi utilizado material esterilizado e com troca
de luvas a cada ave coletada. Apds a identificacdo, foram compostos pool das duas
amostras da mesma unidade experimental, resultando em 16 amostras de ileo e 16
amostras de ceco para cada tratamento. As amostras foram armazenadas em ultra
freezer a -80°C até o momento da extracdo do 16S rDNA bacteriano. Nestas
amostras a microbiota intestinal foi analisada pela extracdo do material do DNA das
amostras do conteudo intestinal, seguido por amplificagdo e sequenciamento pela
técnica de PCR.

A partir de 1ng de DNA, foi realizada a amplificagdo com os primers
especificos da regido V3-V4 do rRNA 16S, 341F (CCTACGGGRSGCAGCAG) e 806R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT) (TABELA 2), na concentragéo de 0,2uM. O preparo
das bibliotecas de sequenciamento ocorreu de acordo com tecnologia proprietaria da
Neoprospecta Microbiome Technologies e o0 sequenciamento realizado pela

plataforma MiSeq (lllumina).
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TABELA 2 - CARACTERISTICAS DOS PRIMERS UTILIZADOS NESTE ESTUDO.

Primer Sequéncia Referéncia
341F CCTACGGGRSGCAGCAG Wang e Qian (2009)
806R GGACTACHVGGGTWTCTAAT Caporaso et al. (2012)

FONTE: A Autora (2018).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em estudos conduzidos por Oviedo-Rondon (2009), a primeira linha de
defesa contra patdogenos € a microbiota normal do intestino. Muitas bactérias
comensais produzem acidos organicos, incluindo os acidos latico, propidnico e
butirico, bem como bacteriocinas que possuem efeito contra bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas.

Podem pertencer ao microbioma intestinal as bactérias categorizadas como
comensais ou patogénicas. Ambas as populagdes podem ser afetadas por uma série
de fatores, tais como, manejo da cama, dieta, instalagdes, biosseguridade e aditivos
alimentares.

A proibicdo na utilizagdo de AMD tornou desafiadora a compreensao da
microbiota intestinal e a possibilidade de sua modulagao, contribuindo para que novos
estudos com aditivos alternativos capazes de substituir os AMP sejam realizados.

O surgimento das técnicas moleculares, empregada em diversos estudos,
possibilitou uma melhor caracterizacido e identificagdo da microbiota intestinal
(PEDROSO, 2011), e a partir dai o dogma de que a ave recém eclodida era livre de
microrganismos foi quebrado. Pedroso et al., (2005) estudaram por meio de técnicas
de PCR, intestinos de pintos de um dia, antes da chegada a granja e concluiram que
estes ja possuem uma abundante e complexa comunidade de bactérias. O embrido
pode ser colonizado por via vertical, durante a formacdo do ovo, onde os
microrganismos presentes no aparelho reprodutor da matriz colonizam-no e também
pode ocorrer ao ingerir o conteudo do fluido amnidtico a partir do 14° dia de
incubagdo (PEDROSO, 2011). A maxima densidade bacteriana é detectada com
menos de uma semana de vida e permanece constante até o final da criagao
(RINTTILLA e APAJALAHTI, 2013).

Através da andlise de metagendmica, foi possivel esclarecer de modo geral a

dindmica da microbiota encontrada em frangos de corte neste estudo.
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Os resultados apresentados na figura 1 mostram a frequéncia dos filos
bacterianos encontrados no ileo e ceco. O filo Firmicutes foi o mais frequente no ileo
e ceco, 99 e 84%, respectivamente, seguido dos filos Bacteroidetes (10%) e
Proteobacteria (- de 1%). O filo Bacteroidetes foi mais frequente quando as aves
receberam dieta controle em relagdo aos demais tratamentos.

Brian et al., (2014), encontraram resultados semelhantes com predominancia
dos filos Firmicutes, Bacteroides e Proteobacteria respectivamente, no ceco de
frangos de corte. A principal caracteristica benéfica das bactérias desse filo é
atribuida a capacidade de competicdo com Salmonella spp., por sitios de ligacdo no
intestino (LOPES, 2012). Além disso, sua maior frequéncia foi positivamente
correlacionada com melhor conversao alimentar e eficiéncia energética em frangos de
corte (SINGH et al., 2012).

A prevaléncia do filo Firmicutes entre os frangos dos grupos sem e com
adicdo de aditivos mostra-se concordante com os resultados encontrados por Wang
et al., (2016). Em relagao ao grupo desafiado, submetido ao baixo potencial sanitario
da cama de alojamento, os pesquisadores encontraram a maior prevaléncia do filo
Firmicutes tanto no intestino delgado e ceco quanto na analise da cama do aviario.
Conforme esses pesquisadores, o percentual encontrado é indicativo de estreita
relagao existente entre a prevaléncia dos membros desse filo na microbiota intestinal

dos frangos com a microbiota existente na cama.

FIGURA 1 - FILO-FREQUENCIA (%) DE 16S rDNA BACTERIANO ISOLADO NO ILEO E CECO DE
FRANGOS DE CORTE AOS 42 DIAS DE IDADE ALIMENTADOS COM DIETAS
ACRESCIDAS DE ANTIBIOTICO MELHORADOR DE DESEMPENHO (AMD) E
PROBIOTICO ISOLADOS OU ASSOCIADOS.
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Entre as classes bacterianas, no intestino delgado, ileo, prevaleceu a classe
Bacilli, que pertencem ao filo Firmicutes (FIGURA 2). No ceco, a maior prevaléncia foi
para Bacilli seguida da classe Clostridia. Houve maior diversidade de classes de
bactérias com variados indices percentuais de Bacteroidia (filo Bacteroides),
Gammaproteobacteria (filo Proteobacteria), Clostridia e Erysipelotrichia (filo

Firmicutes).

FIGURA 2 - CLASSE-FREQUENCIA (%) DE 16S rDNA BACTERIANO ISOLADO NO ILEO E CECO
CECO DE FRANGOS DE CORTE AOS 42 DIAS DE IDADE ALIMENTADOS COM
DIETAS ACRESCIDAS DE ANTIBIOTICO MELHORADOR DE DESEMPENHO (AMD) E
PROBIOTICO ISOLADOS OU ASSOCIADOS.
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FONTE: A Autora (2018).

A ordem Lactobacilates (classe Bacilli) foi a mais prevalente (acima de 97%)
no ileo e também no ceco, mas com menor ocorréncia. No ceco, as ordens
Clostridiales e Bacteroidales foram mais frequentes em relacdo as demais (FIGURA
3).
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FIGURA 3 - ORDEM-FREQUENCIA (%) DE 16S rDNA BACTERIANO ISOLADO NO iLEO E CECO
DE FRANGOS DE CORTE AOS 42 DIAS DE IDADE ALIMENTADOS COM DIETAS
ACRESCIDAS DE ANTIBIOTICO MELHORADOR DE DESEMPENHO (AMD) E
PROBIOTICO ISOLADOS OU ASSOCIADOS.
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FONTE: A Autora (2018).

A familia que prevaleceu na microbiota do ileo foi a Lactobacillaceae com
mais de 97% de ocorréncia. Com exceg¢ao da dieta suplementada com probidtico, em
que a prevaléncia foi menor (89%) (FIGURA 4).

No ceco, as familias identificadas foram: Lactobacillaceae e
Streptococcaceae da ordem Lactobacilates, ja para a ordem Clostridiales, houve uma
maior diversidade de familias identificadas: Clostridiaceae, Ruminococcaceae e
Lachospiraceae em comparagao ao intestino. Também foram identificadas as familias
Rikenellaceae e Bacteriaceae da ordem Enterobacteriodales (FIGURA 4).

Em relacdo a classificacado filogenética género, no ileo (FIGURA 5), houve
maior prevaléncia dos géneros pertencentes a ordem Lactobacilales, cuja
identificacdo das familias aparece na figura 4. O género Streptococcus e Clostridium

foram mais frequentes entre as aves suplementadas com probidtico.
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FIGURA 4 - FAMILIA-FREQUENCIA (%) DE 16S rDNA BACTERIANO ISOLADO NO ILEO E CECO
DE FRANGOS DE CORTE AOS 42 DIAS DE IDADE ALIMENTADOS COM DIETAS
ACRESCIDAS DE ANTIBIOTICO MELHORADOR DE DESEMPENHO (AMD) E
PROBIOTICO ISOLADOS OU ASSOCIADOS.
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FONTE: A Autora (2018).

O género Clostridium é um grupo bastante heterogéneo composto por
bactérias Gram-positivas anaerébicas, formadoras de esporos (PAREDES et al.,
2005). A espécie Clostridium perfringens é o patdgeno mais importante deste género
para aves por ser responsavel pela enterite necrética, resultando em prejuizos
econdmicos a avicultura industrial (TIMBERMONT et al., 2011).

Para o ceco (FIGURA 5), observou-se ocorréncia de maior frequéncia dos
géneros Lactobacilales, Subdoligranulum, Gemmiger, Streptococcus, Blautia e
Bacterioides, independentemente da dieta. Bactérias do género Bacterioides, que
foram mais frequentes nas aves que receberam a dieta controle, sdo capazes de se
fixar a camada de muco, secretar enzimas e degradar a mucina, que € uma excelente
fonte de nutrientes para algumas bactérias intestinais patogénicas. Dessa forma, a
presenca deste género é importante em episédios de enterite, uma vez que
competem pela utilizagdo da mucina (PAN e YU, 2014).

Lu et al., (2003) avaliaram a microbiota de frangos de corte semanalmente
dos trés aos 49 dias de idade e encontraram uma microbiota intestinal composta de
Lactobacillus (70%), Clostridiaceae (11%), Streptococcus (6,5%), Enterococcus
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(6,5%) e a microbiota dos cecos composta de Clostridiaceae (65%), Fusobacterium
(14%), Lactobacillus (8%), Bacteroides (5%) e outros.

Dentre o género Lactobacillus, as espécies mais prevalentes no ileo das aves
foram o L. aviarius, seguido do L. helveticus e L. salivarius, que variaram de acordo
com os tratamentos. A dieta acrescida de probiético + AMd resultou em maior
prevaléncia do L. aviarius, enquanto que a dieta com probidtico reduziu a ocorréncia
de L. helveticus, mas aumentou a frequéncia do L. salivarius em relagdo a dieta
controle (FIGURA 6). MIYAMOTO et al., (2000) isolaram Lactobacillus salivarius e
realizaram testes “in vitro”, comprovando que esses microrganismos tém um efeito
protetor contra a colonizagdo de Salmonella Enteritidis, além de desempenhar um

papel significativo como barreira quimica contra patégenos (ROJAN et al., 2014).

FIGURA 5 - GENERO-FREQUENCIA (%) DE 16S rDNA BACTERIANO ISOLADO NO ILEO E CECO
DE FRANGOS DE CORTE AOS 42 DIAS DE IDADE ALIMENTADOS COM DIETAS
ACRESCIDAS DE ANTIBIOTICO MELHORADOR DE DESEMPENHO (AMD) E
PROBIOTICO ISOLADOS OU ASSOCIADOS.
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FONTE: A Autora (2018).
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FIGURA 6 - ESPECIE-FREQUENCIA (%) DE 16S rDNA BACTERIANO ISOLADO NO iLEO DE
FRANGOS DE CORTE AOS 42 DIAS DE IDADE ALIMENTADOS COM DIETAS
ACRESCIDAS DE ANTIBIOTICO MELHORADOR DE DESEMPENHO (AMD) E
PROBIOTICO ISOLADOS OU ASSOCIADOS.
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LACTOBACILLUS KITASATONIS 0,01 0,00 0,01 0,01
= LACTOBACILLUS HELVETICUS 36,44 9,22 34,30 11,52
11 LACTOBACILLUS AVIARIUS 49,37 57,01 45,74 65,44
B | ACTOBACILLUS ACIDOPHILUS 0,12 0,00 0,04 0,00
B GEMMIGER FORMICILIS 0,03 1,08 0,00 0,00
W ESCHERICHIA COLI 0,11 0,14 0,00 0,00
W ENTEROCOCCUS FAECALIS 0,00 0,00 0,01 0,00
W ENTEROCOCCUS CECORUM 0,54 0,56 0,26 0,34
m CLOSTRIDIUM RUMINANTIUM 0,71 1,38 0,68 0,71
W BLAUTIA GLUCERASEA 0,02 0,06 0,00 0,00
BACTEROIDES VULGATUS 0,00 0,02 0,00 0,00
ALISTIPES ONDERDONKII 0,00 0,02 0,00 0,00
ALISTIPES FINEGOLDII 0,00 0,02 0,00 0,00
B CLOSTRIDIUM SPIROFORME 0,02 0,29 0,00 0,00

FONTE: A Autora (2018).

A diminuicado do Lactobacillus helveticus associado ao uso do probiodtico pode
ser atribuido ao fato dessa bactéria estar diretamente relacionada com a inibicdo do
Bacillus subtilis (PAN e YU, 2014), probiético utilizado no presente estudo.

O aumento no numero de Lactobacillus estéd associado com melhor saude
intestinal. Entretanto, Torok et al., (2011) verificaram que a presenca de trés espécies
de Lactobacillus (L. salivarius, L. aviarius e L. crispatus) no ileo de frangos que foram
associadas ao pior desempenho, assim como Peinado et al., (2013), que observaram
melhor desempenho das aves com a diminuigdo do género Lactobacillus.
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No ceco das aves, as espécies mais frequentes foram L. helveticus, aviarius e
salvarius, Subdoligranulum variable, Gemmiger formicilis, Blautia glucerasea e
Streptococcus macedonicus. As aves que receberam o probiético na dieta, isolado ou
associado ao AMD, apresentaram uma menor ocorréncia do S. macedonicus
(FIGURA 7).

FIGURA 7 - ESPECIE-FREQUENCIA (%) DE 16S rDNA BACTERIANO ISOLADO NO CECO DE
FRANGOS DE CORTE AOS 42 DIAS DE IDADE ALIMENTADOS COM DIETAS
ACRESCIDAS DE ANTIBIOTICO MELHORADOR DE DESEMPENHO (AMD) E
PROBIOTICO ISOLADOS OU ASSOCIADOS.

Espécie - Frequencia de 16 rDNA bacteriano isolado no ceco

100%
90% :
80% m
70%
60% '
50%
40%
30%
20% i
10% M
0% oo o
Controle Probidtico AMP Probidtico + AMP
-1 SUBDOLIGRANULUM VARIABILE 16,42 17,36 15,06 17,52
#% STREPTOCOCCUS MACEDONICUS 4,87 7,51 1,95 7,39
- PHASCOLARCTOBACTERIUM FAECIUM 0,45 0,20 0,36 0,12
PARABACTEROIDES GOLDSTEINII 0,41 0,33 0,08 0,82
& PARABACTEROQIDES DISTASONIS 1,20 0,96 1,96 0,81
#® LACTOBACILLUS SALIVARIUS 6,02 6,67 8,08 7,98
% LACTOBACILLUS HELVETICUS 7,10 14,09 21,15 14,88
= LACTOBACILLUS AVIARIUS 21,40 10,50 14,23 20,90
«& GEMMIGER FORMICILIS 9,92 19,57 10,25 10,13
# ENTEROCOCCUS CECORUM 4,95 2,45 0,25 1,08
CLOSTRIDIUM RUMINANTIUM 0,86 0,50 0,21 0,41
N BUTYRICICOCCUS PULLICAECORUM 1,78 2,09 4,43 2,27
I BLAUTIA GLUCERASEA 7,90 6,62 7,54 7,14
{1 BACTEROIDES VULGATUS 2,90 1,17 2,18 1,28
M BACTEROIDES UNIFORMIS 3,75 133 3,00 2,16
W BACTEROIDES FRAGILIS 0,57 0,34 0,16 0,25
W BACTEROIDES EGGERTHII 0,29 0,05 0,17 0,06
H BACTEROIDES DOREI 1,40 0,79 0,92 0,57
W BACTEROIDES CACCAE 0,12 0,08 0,00 0,00
B ANAEROTRUNCUS COLIHOMINIS 0,00 0,09 0,00 0,06
% ALISTIPES ONDERDONKII 0,81 1,52 0,00 0,81
# ALISTIPES FINEGOLDI 2,08 1,35 0,58 0,82
=" CLOSTRIDIUM SPIROFORME 1,30 2,63 4,11 0,82
. CLOSTRIDIUM LACTATIFEMENTANS 0,82 0,70 1,88 0,47
m CLOSTRIDIUM CLOSTRIDIFORME 0,44 0,20 0,06 0,07

FONTE: A Autora (2018).



87

Organismos pertencentes ao género Bacteroides também podem ser um
importante agente patogénico, principalmente quando ha condigbes predisponentes,
como lesdo na mucosa intestinal (HAMPSON et al., 2010). As espécies Clostridium
spiroforme, Bacteroides dorei, Bacteroides intestinalis, Bacteroides uniformis,
Escherichia coli, Bacteroides xylanisolvens, Gemmiger formicilis estao associadas a
problemas intestinais em frangos de corte. A ocorréncia dessas bactérias foram
semelhantes entre os tratamentos. Porém, a ocorréncia de Gemminger formicilis nas
aves suplementadas com probiotico foi cerca do dobro do que observado em outros
tratamentos.

A espécie Subdoligranulum variabile constitui fragdo relevante na composigao
da comunidade bacteriana cecal em frangos de corte. Lund et al., (2010) e Wang et
al., (2016) mencionam que o ambiente de alojamento dos frangos na granja
desempenha relevante papel no recrutamento e desenvolvimento dessas bactérias na
microbiota cecal, o que, em hipotese, explicaria frequéncia semelhante da
Subdoligranulum variabile nas excretas das aves, ja que todas as aves foram
alojadas sobre cama reutilizada e associada com quadros de enterites inespecificas
em aviario comercial. Por outro lado, algumas espécies do género Subdoligranulum
sao produtoras de butirato, que é anti-inflamatério natural presente no intestino das
aves.

Nesse mesmo sentido, Wang et al.,, (2016) investigaram a populagéo
bacteriana intestinal em frangos de corte submetidos ao desafio sanitario com
reutilizacdo da cama do aviario. Os pesquisadores observaram que a populagao da
microbiota presente na mucosa ileal e cecal dos frangos e nas amostras da cama de
alojamento diferia percentualmente. A composicdo dessa microbiota, basicamente,
era constituida por Bacteroides fragilis, Bhtyricicoccus pullicaecorum, Strecococcus
cecorum, Faecalibacterium prusnitzii, Lactobacillus coleohominis, Lactobacillus
reuteri, Lactobacillus salivarius, Lactobacilus vaginalis, Staphylococcus sciuri,
Streptococcus alactolyticus e Subdoligranulum variabile. Em termos de filogenia, a
composi¢cao da populacdo bacteriana encontrada pelos pesquisadores nao é
semelhante a observada no presente experimento.

Molnar et al., (2011) relataram que a suplementagao dietética com probidtico
a base de esporos de Bacillus subtilis diminuiu significativamente a populagcéo de
Escherichia coli no ileo de frangos de corte, evitando assim quadros clinicos de

enterites. No presente estudo, apesar do uso de probidtico com a mesma cepa
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relatada por esses pesquisadores, nao foi observada nenhuma associacdo da
ocorréncia com o uso do probiético.

Sen et al (2012) concluiram que o uso de Bacillus subtilis como promotor de
crescimento em dietas de frangos de corte pode melhorar o equilibrio microbiano
intestinal e, em consequéncia, a saude intestinal das aves. Mookiah et al (2014)
indicaram que prebidticos e probidtico e suas combinagdes foram eficazes para
promover melhoria no desempenho de frango de corte, principalmente, motivada pelo
aumento das bactérias cecais benéficas.

Trabalhos de pesquisa sdo necessarios a fim de identificar grupos de
bactérias potencialmente associadas ao desempenho do crescimento de frangos de
corte para determinar se estas bactérias sdo a causa ou a consequéncia das
variagdes na eficiéncia de utilizacao dos alimentos.

A microbiota do intestino € atualmente reconhecida como um componente
essencial do ecossistema intestinal e € referida como um “6rgéo esquecido” (PAN e
YU, 2014). Portanto, a manipulagao da microbiota intestinal por meio de intervengdes
dietéticas e gerenciais deve ser utilizada para melhorar o crescimento das aves e

reduzir a incidéncia de doengas.

4 CONCLUSAO

A utilizagdo de probidtico contendo Bacillus subtilis de forma continua na
racao, assim como o uso de um AMD resultou em mudancgas no perfil da microbiota,
entretanto, sem resultar em desequilibrio ou favorecimento de comunidades
especificas de bactérias.

O desafio sanitario representado pela cama obtida de aviario comercial com
histérico de enterites inespecificas pode ter impactado mais a diversidade e
ocorréncia da microbiota do que propriamente a inclusdo dos aditivos na dieta. O que
comprova a estreita relagado existente entre a microbiota intestinal dos frangos com a
microbiota da cama.

Desta forma, mais trabalhos de pesquisa s&o necessarios a fim de identificar
grupos de bactérias potencialmente associadas ao desempenho do crescimento de
frangos de corte para determinar se estas bactérias sdo a causa ou a consequéncia

das variagdes na eficiéncia de utilizagdo dos alimentos.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

A suplementagcdo de probitdtico isolado ou associado a um antibidtico
melhorador de desempenho n&o alterou o desempenho produtivo das aves, com
excecao da conversao alimentar que foi pior no tratamento antibitico+probidtico
quando comparada ao grupo controle. Observou-se ainda, que o peso absoluto ou
relativo da carcaca e dos cortes comerciais nao foram influenciados pelos
tratamentos. A deposicao de gordura abdominal foi maior nas aves suplementadas
com probidtico em comparagao as aves que receberam antibidtico.

O uso do probidtico na dieta isolado ou associado a um antibidtico
melhorador de desempenho ndo alterou nenhuma das medidas morfometrias do
intestino, assim como a forga de ruptura e elasticidade da mucosa do duodeno e mais
pesquisas sao necessarias para um melhor entendimento dos efeitos destes aditivos,

principalmente em aves criadas em condi¢gdes comerciais de desafio sanitario.
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A microbiota intestinal € influenciada pelos tratamentos de forma inespecifica
e sua modulagéo € variavel e dinamica. Novos estudos testando probioticos na dieta
isolado ou associado a um antibiético melhorador de desempenho sobre a microbiota
de frangos submetidos ao desafio sanitario devem ser realizados para avaliar os
diversos e distintos microrganismos.

Em um cenario de proibicdo do uso de antibiéticos como melhoradores de
desempenho, surgem como alternativas o uso de aditivos que permitam manipular a
microbiota intestinal das aves, em especial trazendo equilibrio a este complexo
ecossistema. Praticas de manejo, de medidas higiénico-sanitarias, instalagdes mais
apropriadas, densidades menores de criagdes, selecdo de ingredientes com melhor
qualidade e a manipulagdo precisa dos niveis nutricionais das dietas devem ser
consideradas com seriedade como alternativas para reduzir a queda de produtividade
com a retirada dos antibiéticos melhoradores de desempenhoo.

Portanto, aprender a manipular a microbiota intestinal, e mesmo recupera-la,
apos episodios de desequilibrio como nas disbioses, frequentemente nos sistemas de
criagao atuais, reveste-se de importancia fundamental quando se pretende melhorar o

desempenho, a qualidade sanitaria das aves e a rentabilidade da atividade.
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