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RESUMO

O objetivo desse experimento foi avaliar a qualidade intestinal e o
desempenho produtivo de frangos de corte suplementados com probidtico elaborado
a base de esporos do Bacillus subtilis (10° UFC/g). O experimento foi realizado no
Biotério Experimental de Aves da Universidade Federal do Parana (UFPR), Setor
Palotina, no incubatério de uma Agroindustria da regido Oeste do Parana, utilizando-
se para tal 640 pintos, machos, linhagem Cobb, em um delineamento inteiramente
casualizado, esquema fatorial 4 x 2 (4 formas de administragdo: dieta isenta de
probidtico — controle negativo, probidtico in ovo, probidtico via spray pds-eclosao e
probidtico na racado vs. 2 condigdes sanitarias), obtendo-se oito dietas, com oito
repeticdes contendo dez aves por gaiola, totalizando 64 unidades experimentais. A
analise estatistica revelou que a inoculacado de probidtico in ovo a base de Bacillus
subtilis nao interferiu com a eclodibilidade e mortalidade embrionaria. A inoculagao
de probidtico in ovo a base de Bacillus subtilis e a suplementacdo da racéo
resultaram no melhor desempenho produtivo na fase inicial de um a 21 dias (1-21d)
de idade dos frangos em relacéo a dieta isenta de probidtico e a aplicagcao probidtica
por spray. As diferentes formas de administracdo de probidtico alteraram
principalmente a morfometria do duodeno e mostraram relagdo com os resultados
obtidos para o desempenho produtivo. As lesbes macroscopicas observadas na
mucosa intestinal foram mais intensas quando a dieta usada nao continha probidtico
e as aves submetidas ao desafio sanitario. Na composi¢gdo da microbiota intestinal
prevaleceu o filo Firmicutes tanto no intestino delgado como no ceco,
independentemente do desafio sanitario. Em relagdo a classificagao filogenética do
género, no intestino delgado, houve maior prevaléncia dos géneros pertencentes a
ordem Lactobacilales. O género Alistipes e Bacterioides da ordem
Enterobacteriodales ocorreu com maior frequéncia no ceco das aves desafiadas em
relacdo as nao desafiadas. A utilizagcado de probidtico a base de Bacillus subtilis de
forma continua na racao resultou no maior equilibrio da microbiota do ileo e do ceco
em relacdo as demais formas de aplicagcdo. O desafio sanitario alterou a frequéncia
das bactérias que compdem a microbiota do ceco de forma mais evidente que a
ileal, indicando estreita relagdo entre a microbiota intestinal dos frangos com a
microbiota da cama. Os resultados indicam que, consideradas as condigdes do
desafio e do delineamento experimental, o uso de probidtico elaborado a base de
esporos do Bacillus subtilis pode contribuir para a manutencéo da saude e favorecer
o desempenho produtivo dos frangos de corte.

Palavras-chave: Bacillus subtilis, classificacao filogenética, desempenho produtivo,
morfologia intestinal, probidtico.



ABSTRACT

The objective of this experiment was to evaluate the intestinal quality and the
productive performance of broilers supplemented with probiotics based on Bacillus
subtilis spores (10° CFU/g). The experiment was carried out in the experimental
poultry of the Federal University of Parana (UFPR), Palotina Sector, in the hatchery
of an Agroindustry of the western region of Parana, using 640 male chicks, Cobb
lineage, in a completely randomized design, 4 x 2 factorial scheme (4 forms of
administration: probiotic-free diet - negative control - probiotic in ovo, probiotic via
post-hatching spray and probiotic in ration vs 2 sanitary conditions), obtaining eight
diets, eight replicates In ten birds per cage, totalizing 64 experimental units.
Statistical analysis revealed that inoculation of probiotic in egg with Bacillus subtilis
did not interfere with hatchability and embryonic mortality. Inoculation of probiotic in
egg based on Bacillus subtilis and feed supplementation resulted in the best
productive performance at the initial stage one to twenty-one days (1-21d) age of the
broilers in relation to the probiotic-free diet and the application probiotic by spray. The
different forms of probiotic administration mainly altered the morphometry of the
duodenum and showed a relationship with the results obtained for the productive
performance. The macroscopic lesions observed in the intestinal mucosa were more
intense when the diet used did not contain probiotic and the birds submitted to the
sanitary challenge. In the intestinal microbiota composition the Firmicutes phyla
prevailed in both the small intestine and the cecum, independently of the sanitary
challenge. Regarding the phylogenetic classification of the genus, in the small
intestine, there was a higher prevalence of genera belonging to the Lactobacillus
order.The genus Alistipes and Bacterioides of the order Enterobacteriodales
occurred more frequently in the cecum of the challenged birds than the unchallenged
ones. The use of Bacillus subtilis probiotic continuously in the diet resulted in a
greater balance of intestinal microbiota and cecum in relation to other forms of
application. The health challenge altered the frequency of the bacteria that make up
the microbiota of the cecum more clearly than the intestine, indicating a close
relationship between the intestinal microbiota of the chickens and the bed microbiota.
The results indicate that, considering the challenge conditions and the experimental
design, the use of probiotics based on Bacillus subtilis spores can contribute to the
maintenance of health and favor the productive performance of broilers.

Key words: Bacillus subtilis, phylogenetic classification, productive performance,
intestinal morphology, probiotic.
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1 INTRODUGAO

A avicultura comercial tem como objetivo a maxima produtividade a baixo
custo e a oferta ao consumidor de um produto de 6tima qualidade (CORREA et al.,
2003). A competéncia e o dinamismo alcangado nas ultimas décadas
proporcionaram ao Brasil uma posicdo de destaque entre os maiores produtores
mundiais de carne de frango. Isso se deve muito aos ganhos produtivos obtidos pelo
setor, favorecidos pelos avangos tecnologicos nas areas de genética, nutrigdo,
equipamentos, manejo e ambiéncia.

Dentre esses fatores que impulsionaram a produtividade das aves, destaca-
se a utilizacdo de antibidticos promotores do crescimento (APC). Entretanto, o uso
indiscriminado tem levado ao aparecimento frequente de populacbdes bacterianas
resistentes e indesejaveis (FULLER, 1989) que tém motivado a determinagao de
medidas duras pelas autoridades governamentais da Comunidade Europeia e de
outros paises (BOLDUAN, 1999; CASEWELL et al., 2003).

Ao mesmo tempo em que se discute a retirada desses produtos, € cada vez
mais preocupante a questdo de como manter a saude intestinal e o desempenho
produtivo das aves. Além do maior investimento em biosseguranga, uma alternativa
que tem apontando resultados favoraveis é a colonizacéo intencional da microbiota
intestinal com bactérias probidticas (CUKROWSKA et al., 2002) que promovem a
eliminacao de bactérias patogénicas sem eliminar as popula¢des benéficas ou gerar
resisténcia bacteriana no organismo dos frangos de corte (LINZMEIER et al., 2009;
COGLIANI; GOOSSENS e GREKO., 2011).

Probidtico € um aditivo alimentar microbiano vivo, que afeta de forma
benéfica o hospedeiro, por meio da melhoria do balango microbiano intestinal
(PANDA, REDDY e PRAHARAJ, 2006), seja competindo com a microbiota intestinal
patogénica por nutrientes, por locais de adesdo no epitélio intestinal, sintese de
substancias antibacterianas (acidos organicos e bacteriocinas) e enzimas, como
também o estimulo do sistema imune (FURLAN, MACARI e LUQUETTI, 2004).

No entanto, a colonizacdo intencional da microbiota com bactérias
probidticas deve ser feita o quanto antes para evitar a colonizagdo inicial da
microbiota entérica dos pintos no pds-eclosdo por microrganismos patogénicos

(LINZMEIER et al., 2009). A contaminagédo entérica por bactérias patogénicas ja
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ocorre logo apds a eclosdo. Essa contaminagcdo é, em parte, devida a uma
caracteristica especifica das aves que, diferentemente de outros animais, na eclosao
os pintos nao recebem inoculagédo natural de microrganismos benéficos. Isso ocorre
devido a incubacgao artificial, que exclui o contato das matrizes com a progénie e do
ambiente naturalmente contaminado do ninho (MILLS, LOMBARDO e THORPE,
1999). Em mamiferos, as bactérias benéficas que vivem no muco vaginal da mae
sao transferidas para o intestino do neonato durante o parto. Essa transferéncia é
complementada pela amamentagao natural (FLINT e GARNER, 2009).

No péds-eclosdo, a falta de contato dos pintos com aves adultas traz
prejuizos para o desenvolvimento e a maturagdo do sistema imunoldgico (LU et al.,
2003), sendo apontada como fator que concorre favoravelmente para o atraso na
colonizacdo do trato entérico das aves por microrganismos benéficos desejaveis
(HASHEMZADEH et al., 2010).

Nesse contexto, os probiodticos, por apresentarem micro-organismos vivos
trariam efeitos benéficos ao hospedeiro por favorecer o equilibrio da microbiota
intestinal (FULLER, 1989; FARIA et al., 2009). Entretanto, a eficacia dos probioticos
depende da origem das espécies de micro-organimos utilizada, do método de
preparo, do ambiente onde as aves s&o criadas, idade, linhagem, uso concomitante
de antibidticos (OTUTUMI et al., 2012), assim como da formulagdo/composi¢céo por
microrganismos vivos em culturas definidas, indefinidas ou simbidticas (GUARNER
et al., 2011). Entre outros fatores ndo associados ao produto, porém determinante a
sobrevivéncia das bactérias probioticas no TGI, incluem-se o agente anticoccidiano
usado, a idade do lote de aves e, principalmente, a intensidade do desafio sanitario
da criagdo (MENTEN e PEDROSO, 2005).

Além disso, a forma de aplicacdo dos probioticos pode interferir no sucesso
da colonizacado entérica. Comumente, os aditivos sdo suplementados na racao de
frangos de corte, entretanto, nem todos os probidticos podem ser utilizados em
determinados tipos de processamento de racdo devido a pouca resisténcia que
apresentam em altas temperaturas. Esse fato pode ser considerado como uma
desvantagem apresentada pelos probiéticos (FERREIRA e KUSSUKAWA, 2008).

Outro fator importante, € que os pintos podem ser expostos aos patdgenos
enquanto ainda estao no incubatdério, durante a classificagdo, sexagem, vacinagao, e
transporte, portanto, antes de consumir o primeiro alimento (OLIVEIRA et al., 2014).

O embrido inicia a ingestao do liquido amnidtico no 152 dia de incubagao, quando



14

ingere microrganismos presentes no ovo, e, dessa forma, também se inicia a
colonizagao do TGl das aves (MENTEN; PEDROSO, 2005).

A pratica de vacinagao in ovo em incubatérios comerciais tem facilitado a
m&o de obra nestes sistemas, considerando o intenso fluxo e o volume de ovos a
serem manejados diariamente. Embora requeira gerenciamento preciso durante a
execugao, nado se observa efeito negativo sobre a eclodibilidade quando o
procedimento € realizado corretamente (GONCALVES et al., 2013). A mesma
técnica pode ser utilizada para colonizar o intestino dos embrides antes da eclosao.

A inoculacao de probidtico ainda no incubatério pode ser viavel na forma de
spray, sistema também ja testado experimentalmente na imunizagao dos pintos. Ha
que se considerar, entdo, que a inoculagdo precoce de bactérias probidticas nas
aves ainda no incubatorio sinaliza potencial desenvolvimento de areas da avicultura
como nutricdo e sanidade, por meio da instalacdo de uma microbiota saudavel que
pode acelerar o desenvolvimento entérico e a digestdo de nutrientes (ROTO; KWON
e RICHE, 2016).
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2 REVISAO LITERATURA

2.1 MICROBIOTA INTESTINAL

A microbiota intestinal das aves € composta de inumeras espécies de
bactérias, formando 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 (ZHU et al., 2002).

A composi¢cao da microbiota bacteriana intestinal é afetada pelas bactérias
presentes no intestino e pelos microrganismos naturais do ambiente (YIN et al.,
2010). O embrido pode ser colonizado por via vertical, durante a formag¢ao do ovo,
pelos microrganismos presentes no sistema reprodutor. Essa colonizagdo também
pode ocorrer pela ingestdo do conteudo do fluido amnidtico a partir do 142 dia de
incubacdo (PEDROSO, 2011), pois o saco vitelinico infectado permite absorcédo de
microrganismos junto com o conteudo do saco da gema (DEEMING, 2005).

No periodo pos-eclosido, a microbiota intestinal da ave é formada por meio
da ingestdo ou pelo contato com ambiente que contenha microrganismos, dai a
relevancia do manejo adequado no criatorio. Cressman et al. (2010) retratam o
importante papel da cama do aviario no estabelecimento da microbiota intestinal dos
pintos. Esses autores observaram que camas novas continham mais bactérias
ambientais e as aves criadas nessas camas abrigaram as bactérias de origem dessa
cama. Por sua vez, camas reutilizadas continham mais bactérias de origem intestinal
e os pintos criados nessa cama foram amplamente colonizados por essas bactérias.

O desenvolvimento intestinal das aves nao é semelhante em seus diferentes
segmentos. A formacéo total da microbiota se da imediatamente apds o nascimento
das aves e aumenta durante as primeiras semanas de vida até se tornar uma
populacdo predominantemente de bactérias anaerdbicas (ZHU et al., 2002;
APAJALAHTI, KETTUNES e GRAHAM, 2004). Nessa microbiota encontram-se,
principalmente, Bacillus, Bifidobacterium, Clostridium, Enterobacter, Lactobacillus,
Fusobacterium, Escherichia, Streptococcus e Enterococcus (GUSILS et al., 1999).

No entanto, utilizando técnicas de acido desoxirribonucleico microbiano
(DNA), pesquisadores observaram que 90% das bactérias presentes no TGl das
aves eram desconhecidas e revelaram, ainda, que a quantidade de bactérias pode

alcancar, respectivamente, 10'" e 10° UFC por grama de conteudo cecal e ileal
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durante os primeiros trés dias pos-eclosao, permanecendo relativamente estavel nos
proximos trinta dias (APAJALAHTI, KETTUNES e GRAHAM, 2004).

O numero e a composigdo dos microrganismos da microbiota intestinal das
aves variam consideravelmente ao longo do TGI. No ingluvio ha predominancia de
lactobacilos que, ao produzirem acidos latico e acético, reduzem o pH, impedindo o
crescimento de bactérias patogénicas (ANDREATTI FILHO et al, 1993; ANDREATTI
FILHO, 2007). O pH no proventriculo e moela é extremamente baixo, e poucas
bactérias sao capazes de tolerar este ambiente. No duodeno, o pH € neutro e ha
condigdes para a colonizagdo de microrganismos. O ceco é reconhecido como o
segmento intestinal de maior colonizagdo de microrganismos. Nesse segmento, ha
grande numero de bactérias Gram-positivas e negativas (MACARI et al., 2014).

O perfil da microbiota pode ser também alterado por diversos fatores, tanto
endogeno quanto exdgenos. As mas condi¢des higiénicas e sanitarias da criacéo,
estresse, alimentagdo inadequada, intoxicagdo e enfermidade concomitante, podem
desencadear o aumento da proliferagao bacteriana que competira por nutrientes da
propria ave (ITO, MIYAJI e OKABAYASHI, 2007).

As mais de 800 espécies de bactérias que exercem impacto significativo
sobre o0 estado nutricional e saude do hospedeiro podem encontrar-se, tanto
associadas intimamente ao epitélio, ou livres na luz intestinal. As livres multiplicam-
se rapidamente para compensar a eliminacao pelo peristaltismo intestinal ou ainda
agregam-se as demais bactérias que se encontram aderidas na mucosa intestinal
(LAPARRA e SANZ, 2010).

Essa variada composicdo da microbiota intestinal pode ser tanto benéfica
quanto maléfica para o hospedeiro, dependendo da natureza e quantidade de
microrganismos (RINTTILA e APAJALAHTI, 2013). Os efeitos maléficos comumente
descritos na literatura sao: diarreia, infecgdes, disturbios hepaticos, carcinogénese,
putrefacao intestinal, reducdo da digestdo e absor¢do de nutrientes (FURLAN;
MACARRI e LUQUETTI, 2004). Os beneficios vinculam-se a inibigdo do crescimento
de bactérias patogénicas, aos estimulos ao sistema imune, a sintese de vitaminas,
reducao da producao de gases, melhor digestdo e absor¢gao dos nutrientes (YANG
et al., 2004; MACARI; LUNEDO e PEDROSO, 2014).

As bactérias benéficas na microbiota tém funcdes especificas, como a de
estimular a producdo de mucina para a inibicdo da translocacdo bacteriana

(MATTAR et al., 2002), modular a expressao de genes que exercem fungdes como
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absorcao, fortificar a barreira mucosa, metabolismo e maturacdo de células, bem
como auxiliar os mecanismos de defesa do sistema imune (ZOCCO et al., 2007) e
promover a exclusdo competitiva que tem a finalidade de impedir a colonizagcdo por
patogenos invasores (LAN et al., 2005).

Os microrganismos benéficos na microbiota das aves tém caracteristicas
proprias. Assim, por exemplo, as espécies do género Lactobacillus (L.) tais como L.
salivarius, L. fermentum e L. reuteri no intestino delgado; L. acidophilus no duodeno,
jejuno, ceco e cloaca (ANDREATTI FILHO e SAMPAIO, 1999), e L. reuteri e L.
salivarius no ceco (BARROS et al.,, 2009) tém a funcdo de contribuir para a
imunidade da ave pelo estimulo a secregdo de imunoglobulina IgA intestinal,
secrec¢ao de lactato, acetato, succinato e etanol.

Na microbiota das aves, essa comunidade especifica contribui também com
a proliferagcdo de outras bactérias benéficas como Veillonella spp., Bacillus spp.,
Bifidiobacteriuim spp., Bacteriodes spp. (BARROS et al., 2009), as quais sintetizam
acidos graxos volateis, diminuem a concentragdo de oxigénio, reduzem o pH e se
aderem a mucosa intestinal e, com isso, limitam a multiplicagdo de bactérias
patogénicas como Escherichia coli, Salmonella spp. e Campylobacter spp. (ITO;
MIYAJI e OKABAYASHI, 2007; PAN e YU, 2014).

No ceco, as espécies Bifidobacterium, cujo habitat natural € o intestino
delgado e grosso, e que sofrem influéncia por fatores exégenos como dieta, estresse
e antimicrobianos, digerem oligossacarideos nao digeriveis por meio da fermentagéo
e os utiliza como fonte de carbono e energia (GOMES e MALCATA, 1999). Dentre
as contribuicbes dessas espécies citam-se: o estimulo do sistema imunologico pela
ativagdo da proliferagdo dos macrofagos, o auxilio a digestdo e a absorgdo de
nutrientes por agirem nos sais biliares, a acdo inibidora da multiplicagdo de
patogenos pela produgao de bacteriocinas e redu¢ado do pH do meio, assim como,
estimulo a producdo de vitamina do complexo B e auxilio a restauracdo da
microbiota apos antibioticoterapia (LEAHY et al., 2005; ANDREATTI FILHO, 2007).

Na familia Bacteroidacea se encontram os bacilos Fusobacterium que
compdem a microbiota normal do ceco das aves. Mas, da mesma forma que o0s
Bacteroides, que sao pertencentes a essa mesma familia, em existindo condi¢des
predisponentes, os bacilos Fusobacterium podem ser patogénicas. Os beneficios
desses bacilos surgem a partir da competicdo com Salmonella spp, em busca de
sitios de ligacao no intestino das aves (MENTEN e LODDI, 2002; SANTOS, 2003).
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Ressalta-se, no entanto, que a populacao bacteriana intestinal de frangos de
corte e a populagdo da microbiota existente na cama de alojamento ndo foram
totalmente identificadas e correlacionadas (WANG; LILBURN e YU, 2016) apesar de
existirem varias técnicas, desde técnicas simples, como o cultivo em placas, até
mesmo as mais complexas, como o sequenciamento molecular.

As técnicas normais de cultivo limitam o entendimento dessa microbiota
(PEDROSO et al., 2012), mas o estudo da ecologia intestinal por meio de técnicas
moleculares tem se mostrado eficiente para conhecer e entender o ecossistema
intestinal. As alteragbes na microbiota de diferentes segmentos do trato digestoério
em funcdo de ingredientes, aditivos, tipos de cama, idade e infecgbes foram
avaliadas em trabalhos mais recentes usando as técnicas de reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) em tempo real, eletroforese em gel de gradiente desnaturante
(DGGE) e polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo (T-RFLP)
(BORTOLUZZI, 2013). As técnicas baseadas na similaridade do DNA ou do acido
ribonucleico (RNA) de genes selecionados na comunidade microbiana sdo usadas
com sucesso para caracterizar o ecossistema intestinal (PEDROSO, 2011).

Pela dificuldade de cultivo em placas das popula¢des anaerédbias do TGI, ha
entraves em analisa-las pelo método convencional. Para tal finalidade, técnicas de
genética molecular s&o utilizadas (LEDUR; BERTANI e NONES, 2003).

O microarranjo molecular, do inglés, microarray, é uma tecnologia usada
detectar e quantificar os acidos nucléicos (ROSA; ROCHA e FURLAN, 2007). Van
Der Hoeven-Hangoor et al. (2013) utilizaram dessa tecnologia para a caracterizagéao
da microbiota intestinal de frangos de corte submetidos a diferentes dietas contendo
acidos graxos de cadeia média, polissacarideos formadores da parede celular
(PNAs) e amido. Na aplicagao da técnica para purificagdo do material ileal, o DNA foi
amplificado por PCR e, entéo, os autores analisaram o material pelo microarray.

Outra técnica descrita por Lu et al. (2003) é a extragao do material genético
microbiano por kits de isolacdo de DNA e apés, amplificacdo por PCR da regiao
hipervariavel do gene V4 16s rRNA e o sequenciamento por meio de um software,
MiSeq Reporter. Essa técnica de determinagao da ordem das bases nitrogenadas do
DNA garante a especificagdo dos microrganismos estudados.

E importante o entendimento e o controle sobre as possiveis mudancas da
microbiota intestinal para adequar o manejo e incluir, de maneira racional, aditivos

que possam alterar e regular a ecologia microbiana, com o intuito de melhorar o
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desempenho produtivo das aves, diminuir impactos ambientais da producdo e
garantir maior seguranga alimentar para o consumidor final dos produtos (OVIEDO-
RONDON, 2009; MACARI et al., 2014). O primeiro passo para o entendimento de
um ecossistema é caracterizar corretamente seus membros e, depois, elucidar o
papel e funcdo nesse ecossistema (OVIEDO-RONDON, 2009). Nesse sentido, torna-
se relevante a compreensao da relagdo entre as microbiotas intestinais dos frangos
e da cama de alojamento, na medida em que tais ecossistemas se relacionam entre
si e concorrem para a melhoria da saude e do bem-estar das aves. Essa € uma das

razdes que justificam estudos sobre o uso de probidticos na avicultura de corte.

2.2 PROBIOTICO

Os primeiros estudiosos a utilizar o termo probiotico foram Lilly e Stillwell, em
1965, a partir da observagdo do mecanismo de agdo dos microrganismos como
promotor de crescimento, definindo-os como ‘pré-vida’ em diferenciacdo ao termo
antibidtico, ‘contra-vida’ (COPPOLA e GIL-TURNES, 2004; FAO, 2106). Esses
primeiros estudos datam do inicio do século XX, em 1907, com o trabalho de Elie
Metchnikoff, vinculado ao Instituto Pauster na Francga, ao postular que os probidticos
produzem efeitos benéficos no hospedeiro porque antagonizavam bactérias
patogénicas no intestino (GUARNER et al., 2011; FAO, 2016).

Outros trabalhos surgiram sobre produtos e processos com o objetivo de
oferecer protegdo contra a infeccdo por patdgenos intestinais e melhorar o
desempenho zootécnico de animais. Contudo, a crescente evolugdo das pesquisas
em busca do combate aos patdgenos intestinais € atribuida, em parte, a pronta
disponibilidade de antibiéticos no mercado, na década de 1950, que resultou na
difusdo desses produtos como agentes terapéuticos e estimulantes de crescimento.
Com o passar do tempo, percebeu-se que o uso dos antibiéticos como promotores
de crescimento (APC) gerava resisténcia bacteriana, que dificultava o alcance de
resultados na terapéutica animal (FLINT e GARNER, 2009), e que mesmo a
aplicacdo de antibidticos como agentes terapéuticos poderia causar transtorno
intestinal e desequilibrar a microbiota intestinal do hospedeiro (FULLER, 1989).

A literatura especializada explica que os primeiros géneros e espécies
bacterianas que colonizam o TGI persistem ao longo da vida do hospedeiro,
passando a compor a microbiota intestinal (SALMINEN et al., 1998; LINZMEIER et
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al., 2009). Porém, tais bactérias devem encontrar no hospedeiro todas as condi¢oes
propicias para a colonizagao e persisténcia, como temperatura e pH adequados e
oferta de nutrientes, o que requer adocdo de medidas preventivas e protetivas da
saude do animal (AMIT-ROMACH e SKLAN; UNI e FERKET, 2004; FOYE e BLACK,
2006). O uso de probidtico tem sido apontado como uma dessas medidas.

Na medicina humana, os probidticos sdo usados na prevengao e tratamento
de doencgas, regulacdo da microbiota intestinal, como imunomoduladores em casos
de disturbios do metabolismo gastrintestinal e inibicdo da carcinogénese (GUARNER
et al., 2011). Na medicina veterinaria, além dessas aplicagdes, sao utilizados como
promotores de crescimento (COPPOLA e GIL-TURNES, 2004).

As caracteristicas promotoras de saude desejadas e os critérios de
segurancga esperados de um probidtico sdo: ser isento de toxicidade e apatogénico;
ter correta identificacdo taxondmica; ser capaz sobreviver na microbiota da espécie
alvo; ter habilidade de exercer no minimo uma caracteristica promotora de saude
comprovada cientificamente; ser geneticamente estavel; manter a estabilidade das
caracteristicas desejaveis da cepa durante o processamento, armazenamento e
administracao; ser viavel em grandes populagdes; manter desejaveis caracteristicas
organolépticas e tecnoldgicas quando incluso no processamento industrial
(GUARNER et al., 2011). Além disso, o microrganismo probiotico deve sobreviver,
colonizar e ser metabolicamente ativo no sitio alvo, o que envolve a resisténcia ao
ambiente gastrico e a bile, persisténcia no trato gastrointestinal, adesao ao epitélio
ou muco, competicdo com a microbiota, produgao de substancias antimicrobianas e
modulagao nas respostas imunes (GAGGIA, MATTARELLI e BIAVATI, 2010).

Ao longo da histéria dos estudos sobre os probidticos que, inicialmente,
eram definidos como suplemento alimentar composto de microrganismos vivos que
beneficiavam a saude do hospedeiro por gerar equilibrio da microbiota intestinal
(FAO, 2016), pouco a pouco, passaram a ser concebidos como cultura pura ou
cultura composta por microrganismos vivos que, fornecidos ao homem ou a outros
animais, beneficiavam o hospedeiro pelo estimulo das propriedades existentes na
microbiota natural (PANDA et al., 2006; COPOLLA e GIL-TURNES, 2004). Na atual
fase, denomina-se alimento probidtico aquele que contém microrganismos vivos
que, ingeridos em determinada concentragdo, afetam beneficamente a saude do

consumidor por melhorar o equilibrio intestinal (FULLER, 1989).
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A Organizacao das Nagdes Unidas para a Alimentacao e Agricultura (FAO),
concordantemente com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), considera
probioticos como “microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem um beneficio para a saude do hospedeiro” (FAO, 2016, p. 5).

A maioria dos probiéticos € composta por cultura de microrganismos ou suas
L-formas (sem parede celular), ndo patogénicas da microbiota intestinal das aves
(OTUTUMI et al., 2012). Os dois primeiros sao conhecidos por resistir a agdo do
acido gastrico, sais biliares e enzimas pancreaticas, e, também, pela capacidade de
aderéncia a mucosa e rapida colonizagao do TGI (SALMINEN et al., 1998).

Cabe mencionar que, segundo as espécies usadas nas formulagdes, os
probidticos podem se definidos como colonizadores ou nao colonizadores, de
transito intestinal livre. No grupo dos colonizadores estdo os probidticos elaborados
a base de Lactobacillus spp. e Enterococcus spp. Entre os n&o colonizadores
aparecem os elaborados a base de Bacillus spp. e Saccharomyces cerevisiae
(HUYGHEBAERT et al., 2011 apud KURITZA, WESTPHAL e SANTIN, 2014).

As formulagdes probidticas comumente contém bactérias acido-lacticas, nao
acido-laticas e leveduras (COPPOLA e GIL-TURNES, 2004). As espécies mais
usadas nessas formulagdes sao: L. bulgaricus, L. acidophilus, L. casei, L. lactis, L.
salivarius, L. plantarium, L. reuteri, L. johnsonii, Streptococcus thermophilus,
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Bifidobacterium spp., Bacillus subtilis
e Bacillus toyoi (COPPOLA e GIL-TURNES, 2004; RAMOS, 2009; GUARNER et al.,
2011; OTUTUMI et al., 2012).

Na literatura encontram-se resultados controversos em relagao a eficacia de
diferentes formulagdes de probidticos encontradas no mercado (COPPOLA e GIL-
TURNES, 2004). Estudos demonstram que culturas indefinidas, normalmente,
apresentam melhor desempenho em comparagao com um produto contendo cultura
definida de microrganismos vivos (HINTON e MEAD, 1991), outros revelam que uma
cultura de microrganismos definida, ao invés de culturas indefinidas, é indicada para
evitar a colonizacdo por Salmonella enterica (STERZO et al., 2007; ESTRADA;
HERNANDEZ e SOTO, 2010).

A via de administragdo dos probidticos determina a melhor ou pior
capacidade de colonizagao intestinal pelas bactérias presentes na formulacdo do
produto usado. Um fator determinante, diz respeito a dificuldade encontrada na

avicultura em fazer uso dos probidticos, uma vez que os pintos eclodem e sao
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alojados em ambiente com alto potencial de contaminagao por patégenos (NISBET
et al., 1994). Outro fator concorrente € o habito das aves de ingerir cama do aviario,
o que devido a ingestdo de patdgenos, presentes nesse ambiente e com potencial
zoonotico, contribuam para maior contaminagédo do TGl (CAMPOS et al., 2010;
CRESSMAN et al., 2010).

Nesse sentido, a inoculagdo de bactérias probidticas ainda no incubatdrio,
seja in ovo ou via pulverizacdo pode ser uma alternativa aos entraves acima
relatados. Por essas vias, a microbiota da ave ja esta “colonizada” antes do
alojamento, além de contribuir para o desenvolvimento da mucosa intestinal, o que
reflete na resposta imunolégica do frango (PESSOA et al., 2012). Nos primeiros dias
de vida, os pintos sdo mais suscetiveis a colonizagado por patdgenos devido a baixa
microbiota simbidntica da mucosa do intestino (FOYE; UNI; FERKET, 2006; DE
OLIVEIRA et al., 2014). Oportuno mencionar que a camada de muco do epitélio
intestinal € a primeira barreira fisica contra infecgdes no TGl das aves (NISBET et
al., 1994; CAMPOS et al., 2010).

2.2.1 Bacillus spp.

Bacillus spp. s&o bactérias Gram-positivas, em forma de bacilo. E um género
bacteriano ubiquo na natureza e bastante heterogéneo possuindo espécies nocivas,
inbcuas e benéficas a saude. Sob condi¢cdes estressantes esporulam e podem
permanecer no ambiente indefinidamente (KONEMANN et al., 2001).

Esporos de Bacillus spp. sao amplamente difundidos como probioticos e
agentes de exclusdao competitiva em humanos e animais, o que os diferencia das
demais espécies de microrganismos utilizados que estdo em sua forma vegetativa. A
forma esporulada da bactéria tem a capacidade de resistir ao baixo pH do estdmago
e atingir o intestino em grandes quantidades, onde germina, sendo entéo eliminada
no conteudo fecal. Uma vez no ambiente intestinal, os esporos se multiplicam e, pelo
efeito probidtico, promovem a exclusdao competitiva (CASULA e CUTTING, 2002).
Trabalhos que discutem o mecanismo de agdo dos Bacillus spp. na microbiota
intestinal de aves evidenciam o efeito imunoestimulante e indicam que além de
melhorar a digestibilidade de nutrientes, também, modulam a microbiota e inibem a
acgao de patogenos (GREEN et al., 1999; WOLFENDEN et al., 2007).
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O género Bacillus subtilis, identificado e descrito por Christian Gottfried
Ehrenberg como Vibrio subtilis, em 1835, e renomado por Ferdinand Cohn, em 1872
(SLEPECKY e HEMPHILL, 2006) é de interesse expresso no escopo desse estudo.
Esse género bacteriano foi um dos primeiros a ser estudado como modelo no
desenvolvimento celular e diferencial por ter grande diversidade ribossomal 16S.
Suas varias espécies sdo formadoras de enddsporos, aerdbios ou anaerdbios
facultativo, quimio-heterotréficas porque, em condigbes favoraveis aproveitam
substratos organicos, algumas sendo proteoliticas, lipoliticas e amiloliticas
(SLEPECKY e HEMPHILL, 2006).

A diversidade metabdlica desse género tem impulsionado a utilizagdo do
Bacillus subtilis em uma ampla variedade de processos industriais, como, por
exemplo, produgdo de enzimas hidroliticas, antibidticos, probidticos, inseticidas e
produtos alimenticios (HARWOOQOD, 1992; CUTTING, 2011).

Estabilidade térmica e capacidade de sobrevivéncia do Bacillus subtilis a
barreira gastrica, bem como o apoio dado a funcédo digestiva pela produgédo de
enzimas essenciais, torna-o atraente como aditivo alimentar em dietas de animais e
humanos (WESTERS; WESTERS e QUAX, 2004).

Em espécies de Bacillus subtilis, frequentemente, sao isoladas enzimas
pectinoliticas devido a sua alta atividade amilolitica, sendo que algumas de suas
cepas revelam atividade lipolitica, celulolitica e proteolitica. As proteoliticas desse
Bacillus estimulam processos de regeneracdo (WONG; YE e NATHOO, 1994),
aumentam a atividade fibrinolitica no plasma (WU et al., 1993) e contribuem para a
digestao normal por degradacgao dos fatores anti-nutricionais (YE et al., 1999; YANG
et al., 2004). A catalise produzida por Bacillus, especialmente da espécie subtilis
estimula a agdo da microbiota normal do intestino animal, aumentam o crescimento
e a viabilidade de sobrevida da populacédo de lactobacilos intestinais (MARGOT e
KARAMATA, 1996).

Estirpes de Bacillus subtilis com superprodugao de peptideos ou enzimas
antimicrobianas existem cientifica e comercialmente, mas apenas seus produtos sao
vendidos, ndo suas estirpes propriamente ditas. Estirpes do Bacillus subtilis sao
comercializadas em produtos probioticos, geralmente, nas concentragées 108 e 10°
UFC/g, sendo utilizada como aditivo para alimentagdo animal, tendo aplicagdo em

frangos de corte durante todo o periodo de engorda (TEO e TAN, 2007).
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Devido a capacidade de estabilizar a microbiota intestinal e, com isso,
melhorar a digestibilidade dos alimentos, quando incorporado a dieta, o Bacillus
subtilis atua como um promotor de crescimento natural e estabilizador da microbiota
intestinal, aplicavel a recuperacdo de quadros de diarreia (TEO e TAN, 2007). A
incorporagao de probidtico a base de Bacillus licheniformis em dietas de suinos,
perus e vitelos, demonstra ganhos no desenvolvimento do animal, atribuidos a acéo
do probidtico que, em conjunto com a atividade enzimatica, reduz a incidéncia de
disturbios digestivos, o que resulta em elevado estado sanitario dos animais,
permitindo melhores desempenhos produtivos e redugao de custos com medicagao
(ZHOU et al., 2016).

Como se percebe, o uso de probidticos elaborados a base de Bacillus
subtilis e Bacillus licheniformis revelam ganhos adicionais no desenvolvimento de
animais. Contudo, em alguns produtos probidticos comercializados mundialmente ha
combinagdo dessas duas estirpes de Bacillus, com pelo menos 3,2 x 10° UFC/g de
aditivo de cada estirpe, segundo o Regulamento de Execugdo da Unidao Europeia
(ANADON; MARTINEZ-LARRANAGA; MARTINEZ, 2006). Ambos os probiéticos sdo
indicado para uso em avicultura com a proposta de melhorar a converséo alimentar,
promover ganho de peso e reduzir o uso de antimicrobianos na criagdo, porém sem

desconsiderar a eficiéncia produtiva necessaria a avicultura comercial.

2.2.2 Administragéo de Probidticos no Incubatério — estratégia para a colonizagéo
precoce

O conceito de inoculagao in ovo ou suplementacdo de nutrientes na fase
pré-eclosdo se estabeleceu com a finalidade de melhorar o perfil nutricional da
reserva de nutrientes para o embrido, o que além de possibilitar o contato de
nutrientes com a mucosa intestinal da ave antes da eclosdo, visa melhorar o
desenvolvimento do sistema digestério e a capacidade de digestdo do préprio
embrido, a eclodibilidade e o desempenho da ave no periodo pos-ecloséo (FOYE,
2005; FOYE et al., 2007).

Em aves, paralelamente a formacéao dos tecidos embrionarios, desenvolvem-
se as membranas celulares extraembrionarias, anexos embrionarios, como 0 saco
vitelinico, amnio, alantdide e cério. Dentro do amnio se encontra o liquido amnidtico;
um fluido que envolve o embrido mantendo-o em um ambiente liquido, protegendo-

0, dessa forma, contra dessecagao, choques mecanicos e térmicos (MORAN, 2007).
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O desenvolvimento do sistema gastrointestinal do embrido acontece ao
longo de toda incubagdo, porém suas habilidades funcionais s6 comecam a
desenvolver a partir do 152 dia de incubagéao, quando inicia a ingest&do oral do liquido
amniotico (MORAN, 2007). A partir do 162 dia, o embrido possui enzimas digestivas
(SKLAN et al., 2003). O maior desenvolvimento do intestino ocorre a partir do 172 dia
de incubacdo, quando o peso do intestino em proporcdo ao peso embrionario
aumenta de 1% aos 172 dias para 3,5% a eclosao, aproximadamente.

Do 15¢ ao 192 dia de incubagao, o liquido amnidtico € totalmente consumido
oralmente e, consequentemente, as substancias presentes também sao ingeridas,
criando a possibilidade de ingestdo de nutrientes exdégenos antes do nascimento. A
inoculagao in ovo na cavidade amniodtica, permite a ingestdo oral de nutrientes antes
mesmo da eclosao (FOYE, 2005; OLIVEIRA et al., 2014).

Muito embora o consumo do liquido amnidtico comece aproximadamente no
152 dia de incubacéo, a inoculagdo de nutrientes in ovo deve ser realizada por volta
do 172, 182 ou 19¢ dia de incubagdo, momento em que o embrido apresenta maior
desenvolvimento intestinal (DOS SANTOS et al., 2010; CAMPOS; GOMES;
ROSTAGNO, 2010; DE OLIVEIRA et al., 2014). No entanto, ndo ha definicdo ainda
da melhor idade para ocorrer a inoculagao in ovo de nutrientes.

A introdugdo de nutrientes em ovos embrionados por injecdo durante o
periodo de incubacgédo ndo é uma técnica recente. Couch e colaboradores, em 1948,
administraram biotina via injetavel, no periodo entre 72 e 96 horas, em ovos férteis
produzidos por aves com dietas deficientes e observaram a producdo de embrides
saudaveis (VIEIRA, 2007) Todavia, a administracdo de substancias em ovos
embrionados ganhou maior viabilidade pela técnica (maquina) de aplicagdo de
vacinas, que tem por objetivo a imunizagdo das aves antes do nascimento (FERKET
et al., 2005). Desta forma, o interesse de associar a inoculagdo de nutrientes ou
aditivos as vacinas durante a transferéncia da incubadora ao nascedouro tem
aumentado (CAMPOS et al., 2011). No periodo da incubadora ao nascedouro, 0s
embrides ingerem liquido amnidtico, o que possibilita a introdugdo de nutrientes
especificos que, por meio do contato com os enterdcitos, direciona sua diferenciagao
celular (VIEIRA, 2007). Isso é especialmente importante, quando se considera o
curto periodo pos-eclosdo de um frango e o expressivo aumento de até 50 vezes o
peso corporal na eclosado até idade de abate. Dessa forma, os primeiros dias pds-

eclosdo sao criticos para ajuste da qualidade esperada na produgao avicola. Dai,
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porque os métodos de nutrigdo precoce tém grande impacto no crescimento geral e
bem-estar da ave, particularmente para acompanhar o ritmo acelerado de ganho de
peso e considerando que a selegao genética € continua (UNI e FERKET, 2004).

A inoculacdo de nutrientes in ovo pode ainda aumentar o numero de células
caliciformes, produtoras de muco (FERKET e UNI, 2006), estimular o precoce
desenvolvimento da ave, que ocorreria s6 depois da eclosido; proporcionar menor
incidéncia de disturbios esqueléticos (FOYE et al., 2006), promover a eficiéncia
digestiva, propiciar maior desenvolvimento muscular e reduzir a ocorréncia de
problemas sanitarios e mortalidade pds-eclosdo (UNI e FERKET, 2004; FURLAN;
MACARI e LUQUETTI, 2004; CAMPOS et al., 2010).

A administracdo de nutrientes em amnios via inje¢do in ovo conduz a um
estimulo no desempenho intestinal das aves, o que gera aumento no comprimento
dos vilos e na capacidade intestinal para digerir dissacarideos (TAKO, FERKET e
UNI, 2004). A inoculagdo do probidtico no liquido amnidtico permite a colonizagéo
benéfica antes da eclosdo (PESSOA et al., 2012). A utilizacdo dessa técnica de
inoculagao precoce de probidtico pode trazer vantagens sobre as demais porque
garante o contato das bactérias benéficas com o TGl das aves antes que ocorra a
eclosao e porque oportuniza o primeiro contato da ave com bactérias presentes no
ambiente (NISBET et al., 1994; VIEIRA, 2007).

Entretanto, na literatura, ainda se discutem os beneficios proporcionados
pela inoculacdo embrionaria de probidticos, uma vez que ainda pouco se sabe
acerca dos niveis e tipos de nutrientes que podem ser utilizados com sucesso
(OLIVEIRA et al., 2014). Nao raro, os niveis e a composigdo dos nutrientes
inoculados in ovo sao omitidos nas pesquisas. Nessa perspectiva, a obtengao de
respostas positivas ndo s6 depende da composicdo da solugcdo, mas também da
osmolaridade e do volume da solugdo injetada no ovo (CAMPOS; GOMES;
ROSTAGNO, 2010).

Sabe-se, ainda, que a alta concentracdo de nutrientes na solugdo pode
causar desequilibrio osmoético e resultar no 6bito do embrido e que a osmolaridade
de solugdes nutritivas a serem inoculadas in ovo, a base de carboidratos, devem ser
mantidas entre 300 a 650 mOsm para nao haver desequilibrio e, consequentemente,
morte do embrido (FERKET, 2005; CAMPOS et al., 2010).

Gonzales (2004) afirmou que a inoculagdo de probiotico colonizadores é

viavel em ovos embrionados e pode ser usada para promover a colonizacio entérica
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do trato gastrintestinal das aves o mais cedo possivel. Cruz et al. (2003) observaram
que a inoculagdo de probioticos, prebidticos e acidos organicos in ovo, néo
prejudicou a eclosdo de pintos de corte.

Oliveira et al. (2014) encontraram uma redugé&o significativa no numero de
pintos positivos para Salmonella enteritidis quando os ovos embrionados foram
inoculados com Enterococcus Faecium, entretanto os pintos continuaram recebendo
o probidtico na dieta.

A aplicagao de probidtico por pulverizagao ou via spray tem sido indicada por
fabricantes comerciais de probidticos. Essa técnica tem alta viabilidade devido ao
grande numero de pintos que pode ser vacinado, por ja ser utilizada na rotina do
incubatério na vacinagcdo de doencas respiratorias e permitir, a exemplo da
inoculagdo in ovo, colonizar precocemente o TGl das aves antes do alojamento
(SCHNEITZ et al., 1992; WOLFENDEN et al., 2007). Casas, Edens e Parkhurst
(1994) relataram que frangos de corte que receberam probidtico in ovo ou spray
apresentaram maior viabilidade quando desafiados por Salmonella typhimurium.

A administracdo de probiodticos no incubatorio pode ser uma maneira mais
eficaz para a colonizacdo do TGI porque os pintos receberao as bactérias benéficas
precocemente. Vacinas, nutrientes, prebidticos, probidticos e outros componentes
podem ser combinados em um unico procedimento e garantir o fornecimento

individual e preciso de um “pacote de boas ferramentas”.

2.2.3 Administracao de Probitticos Pos-Eclosao — estratégia a recolonizagao

Dentre as metodologias de administragdo dos probidticos, a adicdo dos
produtos a racdo, como componente da dieta nutricional da ave, ainda, é a mais
comumente usada na producao avicola em escala comercial.

O uso de probidticos como aditivos na dieta nutricional de frangos de corte
podem proporcionar melhor desempenho, mas alcancar o desejado depende de
varios fatores, dentre os quais o tipo de probidtico e cepas usadas, a viabilidade de
agregacgao do microrganismo a ragao, condicbes de armazenamento e de manejo
(nivel de estresse) e sanidade das aves (FURLAN; MACARI e LUQUETTI, 2004;
FERREIRA e KUSSUKAWA, 2008).

Na avicultura de corte, espera-se que a ave alcance aproveitamento maximo

dos alimentos para produzir maior quantidade de carne, sem maior consumo de
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racao até atingir a idade de abate, até porque menor consumo de ragao gera menor
quantidade de dejetos, o que, em consequéncia, tem potencial para garantir menor
nivel de contaminagdo na cama do aviario por microrganismos patogénicos (DE LOS
SANTOS, RODRIGO e GIL-TURNES, 2005; PESSOA et al., 2012).

Os produtos probidticos de tipo nutricional, isto €, aqueles formulados para
inclusdo na ragao peletizada que se destina a alimentagdo de frangos de corte,
podem resultar em indices insatisfatérios no desempenho das aves (LIMA,
PIZAURO JUNIOR e MACARI, 2003). Uma das razdes para a ineficacia pode residir
na escolha dos produtos, cujas bactérias probidticas incorporadas a ragéo,
eventualmente, revelem baixo potencial de sobrevivéncia durante o tempo de
exposicao no comedouro e/ou no armazenamento do produto (LIMA, PIZAURO
JUNIOR e MACARI, 2003). Por outro lado, a opcdo por estirpes benéficas
formadoras de esporos pode ser a melhor solugdo natural para o desafio da
estabilidade de produtos microbianos suplementados nas dietas (EZEMA, 2013).

A eficacia dos probidticos também depende da concentragdo bacteriana na
ragcdo, sanidade das aves, praticas de manejo no alojamento (COPPOLA e GIL-
TURNES, 2004) e da qualidade dos pintinhos que chegam aos aviarios comerciais.
Dependendo da gravidade desses fatores, o desenvolvimento da mucosa intestinal
pode ser afetado, seguido de perda de peso corporal, pela suspensao das dietas
alimentar e hidrica durante o tempo de permanéncia em caixas de transporte até o
alojamento (NOY, GEYRA e SKLAN, 2001).

A suplementacgéo de probidtico nas ragdes tem resultado em bons indices de
desempenho, especialmente na fase entre 1-21 dias de idade (CORREA et al.,
2003; SILVA et al., 2011). Alguns trabalhos também mostram que a administragéo
de probidticos via racado melhorou o comprimento de vilos e profundidade da cripta
(DOBROGOSZ, BLACK e CASAS, 1991).

Blair et al. (2004) demonstraram que nao houve diferenca nos indices
zootécnicos de perus tratados com probidtico a base de B. subtilis ou com o
antimicrobiano bacitracina de zinco. No entanto, observaram um efeito benéfico do
B. subtilis sob a volatilizagdo de ambnia da cama.

Andreatti Filho et al. (2007) utilizaram microbiota cecal cultivada em
aerobiose em aves desafiadas com Salmonella Enteritidis e verificaram menor
colonizagéo pelo patdogeno nos grupos tratados, demonstrando o efeito protetor de

bactérias da microbiota de aves adultas administradas em pintos recém eclodidos.
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Lourenco et al. (2013) avaliaram um probiético elaborado com cepas mistas
de Lactobacillus spp., Enterococcus faecium, Streptococcus thermophilus e
Bifidobacterium bifidum em aves inoculadas com Salmonella Minnesota aos 14 dias
de idade sobre a quantificagdo de células caliciformes e linfécitos T na mucosa do
ileo e ceco. Pesquisadores obtiveram resultados positivos quanto aos parametros
avaliados e constataram que a contagem de Salmonella spp. nas fezes das aves
avaliadas foi significativamente reduzida.

Na incluséo de probidtico com cepas de Bacillus amyloliquefaciens na dieta
de frangos, Ahmed et al. (2014) observaram melhora do desempenho, elevagdo no
titulo de imunoglobulinas séricas e redugao na contagem de Escherichia coli fecal.
Lei et al. (2015) avaliaram a mesma cepa em dietas de frangos de corte fornecidas a
partir de 22 dias de idade e demonstraram que os grupos que receberam o
probidtico apresentaram maior digestibilidade de nutrientes e melhora da saude
intestinal das aves devido ao maior comprimento de vilos.

Além da administragdo de probioticos pela ragdo, a via hidrica é outra
possibilidade de manter a colonizagdo entérica em frangos de corte. Todavia, na
literatura se encontram poucos resultados relatados bastante controversos. Em
comum, esses trabalhos relatam a importéncia da potabilidade da agua, pureza e
auséncia de produtos quimicos para garantir a sobrevivéncia das bactérias
probidticas em bebedouros (SEUNA, RAEVUORI e NURMI, 1978; TIMMERMAN et
al., 2006; OLNOOD et al., 2015).

Contudo, alguns trabalhos mostram que a administracdo de probidtico via
agua potavel revela resultados superiores a suplementacao na racao de frangos de
corte (TIMMERMAN et al., 2006; OLNOQOD et al., 2015). No entanto, a administragao
concomitante de probidticos via agua e via ragdo também se mostra efetiva na
criacao industrial de frangos de corte (PELICANO et al., 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade intestinal e o desempenho produtivo de frangos de corte
suplementados com probidtico a base do Bacillus subtilis sob diferentes vias de

administragao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da aplicacédo in ovo, pulverizacdo das aves pos-ecloséo e
ingestao via ragao de probidtico comercial em condi¢gdes sanitarias de criagdo e em
condicdes de alto desafio sanitario sobre:

- peso corporal médio, ganho de peso, consumo de ragéo e conversao alimentar;
- medidas morfométricas do intestino;
- condicao inflamatdria da mucosa intestinal do duodeno, ileo e jejuno;

- microbiota intestinal.
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CAPITULO | — DIFERENTES FORMAS DE ADMINISTRAC}AO DE PROBIOTICO
SOBRE O DESEMPENHO PRODUTIVO E SAUDE INTESTINAL DE FRANGOS DE
CORTE DE 1 A 21 DIAS DE IDADE SUBMETIDOS AO DESAFIO SANITARIO

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar as diferentes formas de administracdo de
probiético a base de Bacillus subtilis sobre o desempenho produtivo e saude
intestinal de frangos de corte de um a vinte e um dias (1-21d) de idade submetidos
ao desafio sanitario. Foram alojados 640 pintos, machos, linhagem Cobb, em um
delineamento inteiramente casualizado, esquema fatorial 4 x 2 (4 formas de
administracdo: dieta isenta de probidtico (controle negativo), probidtico in ovo,
probidtico via spray pos-eclosao e probidtico na ragdo vs 2 condigdes sanitarias),
obtendo-se oito dietas, oito repeticdes com dez aves por gaiola, totalizando 64
unidades experimentais. A inoculacao de probidtico in ovo a base de Bacillus subtilis
nao interferiu com a eclodibilidade e mortalidade embrionaria. A inoculagdo de
probidtico in ovo a base de Bacillus subtilis e a suplementacdo na ragao resultaram
no melhor desempenho produtivo na fase inicial de um a vinte e um dias (1-21d) de
idade dos frangos de corte em relagdo a uma dieta isenta de probidtico a aplicagcéao
por spray. As diferentes formas de administracdo de probidtico alteraram
principalmente a morfometria do duodeno e mostraram relagdo com os resultados
obtidos para o desempenho produtivo. As lesbes macroscopicas observadas na
mucosa intestinal foram mais intensas quando a dieta utilizada ndo continha
probidtico e as aves submetidas ao desafio sanitario. Os resultados indicam que,
consideradas as condi¢gdes do desafio e do delineamento experimental, o uso de
probidtico elaborado a base de esporos do Bacillus subtilis pode contribuir para a
manutencao da saude e favorecer o desempenho produtivo dos frangos de corte.

Palavras-chave: Bacillus subtilis, ganho de peso, morfometria intestinal, muco.

ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the different forms of probiotic
administration based on Bacillus subtilis on the productive performance and intestinal
health of broiler chickens from 1 to 21 days of age submitted to the sanitary
challenge. A total of 640 male, Cobb lineage chicks were housed in a completely
randomized design, 4 x 2 factorial scheme (4 administration forms: probiotic-free diet
(negative control), probiotic in ovo, post-hatch probiotic spray and probiotic in ration
Vs 2 sanitary conditions), obtaining 8 diets, 8 replicates in 10 birds per cage, totaling
64 units. Inoculation of probiotic in ovo on the basis of Bacillus subtilis did not
interfere with hatchability and embryonic mortality. Inoculation of probiotic in ovo
based on Bacillus subtilis and feed supplementation resulted in the best productive
performance at the initial stage of 1 to 21 days of age of broiler chickens relative to a
spray-free probiotic-free diet. The different forms of probiotic administration mainly
altered the morphometry of the duodenum and showed a relation with the results
obtained for the productive performance. The macroscopic lesions observed in the
intestinal mucosa were more intense when the diet used did not contain probiotic and
the birds submitted to the sanitary challenge. The results indicate that, considering
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the challenge conditions and the experimental design, the use of probiotics based on
Bacillus subtilis spores can contribute to the maintenance of health and favor the
productive performance of broilers.

Key words: Bacillus subtilis, weight gain, intestinal morphometry, mucus.

1 INTRODUGAO

A alta frequéncia de bactérias potencialmente patogénicas para animais e
humanos presentes em produtos de origem animal, assim como o aumento da
resisténcia aos antimicrobianos utilizados como suplementos alimentares, levaram
ao questionamento a respeito do uso indiscriminado de antimicrobianos como
aditivos em ragdes animais, dando sustentacdo as recomendagdes do Comité
Swann, Gra Bretanha (SWANN, 1969) e culminando com a proibicdo do uso de
antimicrobianos como promotores de crescimento em animais pela Unido Europeia a
partir de 2006 (EC, 2003; SANTOS e GIL-TURNES, 2005).

A crescente proibicdo do uso de antibiéticos promotores de crescimento
(APC) nas dietas dos frangos de corte leva a se questionar sobre a possibilidade de
haver producao de alimentos em quantidade suficiente para todos devido a perda
em produtividade decorrente do banimento desses aditivos. A missdo de garantir a
producado de alimentos capaz de alimentar 9 a 12 bilhdes de habitantes dependera
da utilizagdo maxima de recursos tecnolégicos capazes de aumentar a produtividade
e eficiéncia dos modernos empreendimentos de producéo de alimentos.

Além do maior investimento em biosseguranga, uma alternativa que aponta
resultados favoraveis € a colonizagado intencional da microbiota com bactérias
probidticas (CUKROWSKA et al., 2002), que promovem a eliminacdo 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).

Os probidticos sao aditivos constituidos por microrganismos vivos e que
quando administrados em quantidade adequada junto a alimentagdo animal, trazem
beneficio a saude intestinal por meio da modulagdo de sua microbiota (FULLER,
1989). A eficacia do probidtico é estritamente dependente da quantidade e de
caracteristicas das cepas dos microrganismos usado na elaboragdo do aditivo (JIN
et al., 1997; SANTOS e GIL-TURNES, 2005; OHLAND e MACNAUGHTON, 2010).
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Independentemente do conceito usado, os probidticos trazem beneficios a
saude do hospedeiro, ndo deixam residuos nos produtos de origem animal e nao
favorecem resisténcia as drogas (SILVA e ANDREATTI FILHO, 2000), o que os
torna preferenciais para substituir os antimicrobianos como aditivos alimentares.

Os esporos bacterianos, principalmente do género Bacillus, sdo comumente
encontrados em formulagdes probidticas disponiveis para uso em frangos de corte
por serem idealmente adequados pela capacidade de sobrevivéncia em condigdes
ambientais adversas e por longo prazo de armazenamento (FULLER, 1989).

O Bacillus subtilis, de interesse nesse estudo, pertence ao género de
bactérias formadoras de esporo que mostram eficiente acdo como agentes de
biocontrole microbiano (LIMA, PIZAURO JUNIOR e MACARI, 2003; CAWOY et al.,
2015). Pela robustez natural, os esporos desse Bacillus sdo bastante versateis as
formas de administracdo na dieta animal (FULLER, 1989), atravessam o ambiente
gastrico acido gerado pela colonizagao de espécie hospedeira indesejada e entram
no intestino delgado em estado salutar, capazes de inibir infec¢gdes gastrointestinais,
promover imunomodulagao e sintese de antimicrobianos (HONG et al., 2005).

Estudos controlados mostraram que a administragcao oral de esporos de
Bacillus subtilis em frangos de corte reduziu a infeccdo por Salmonella enterica
sorotipo Enteritidis, Clostridium perfringens e Escherichia coli (CUTTING, 2011; DE
OLIVEIRA et al., 2014).

A colonizacao intencional da microbiota com bactérias probidticas deve ser
feita o quanto mais cedo possivel para evitar a colonizagéo inicial da microbiota
entérica dos pintos no pds-eclosao por microrganismos patogénicos. (LINZMEIER et
al., 2009) Nesse sentido, € possivel o fornecimento de microrganismos em ovos
embrionados durante o periodo de incubagao (FOYE et al., 2006; DE OLIVEIRA et
al.,, 2014), assim como depois da eclosdao, ainda no incubatério por meio da
aplicagao do probidtico por spray, ou no galpao adicionado a ragao e agua, de forma
continua (SANTOS e GIL-TURNES, 2005; FERREIRA e KUSSUKAWA, 2008).

Nesse sentido, o objetivo desse trabalho foi avaliar as diferentes formas de
administracdo de probidtico a base do Bacillus subtilis sobre o desempenho
produtivo e a saude intestinal de frangos de corte de um a vinte e um dias (1-21d) de

idade submetidos a desafio sanitario.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no biotério de aves da Universidade Federal do
Parana (UFPR) — Setor Palotina e no incubatério de uma Agroindustria da regido
Oeste do Parana. Todos os procedimentos com uso de animais neste trabalho foram
submetidos & avaliacdo e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo
Animal da UFPR — Setor Palotina (Protocolo 39/2016).

Foram utilizados 640 pintos machos de 1 dia de idade, da linhagem Cobb
500, provenientes de matrizes de 37 semanas de idade. As aves foram distribuidas
em um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 2 (controle +
3 formas de administracdo do probidtico vs com e sem desafio), obtendo-se oito
tratamentos com oito repeticbes e dez aves por unidade experimental. As dietas
experimentais (TABELA 1).

TABELA 1 - DIETAS EXPERIMENTAIS

Grupo Identificagdo do Tratamento Especificagdo do Tratamento
Dieta 1 Dieta isenta de probidtico (controle negativo)
- ) Dieta 2 Probiético in ovo

N&o Desafiado . - : ) =
Dieta 3 Probidtico via spray pés-eclosao
Dieta 4 Probidtico na ragéo
Dieta 5 Dieta isenta de probidtico

Desafiado Dieta 6 Probiético in ovo
Dieta 7 Probiético via spray pds-eclosao
Dieta 8 Probidtico na racao

FONTE: A Autora (2017).

O probidtico continha Bacillus subtilis 10° UFC/g e foi utilizado segundo a
recomendacgao do fabricante.

No incubatério da Agroindustria, no 182 dia de incubagdo, um carrinho de
incubacédo contendo 15 andares (168 ovos/andar) foi levado para a maquina de
vacinacao in ovo e em cada ovo foi injetado 0,5mL de solug¢ao (0,05g probidtico +
diluente). Uma amostra dessa solugao foi coletada para realizagao da analise de
quantificagéo de Bacillus spp. inoculado in ovo, onde foi encontrado 107 UFC/g de
Bacillus subtilis. Os ovos devidamente identificados foram transferidos para as
bandejas do nascedouro e permaneceram ali juntamente com os demais ovos até a
eclosdo aos 21dias. Apds a eclosdo desses ovos inoculados, os pintos foram

sexados e classificados em160 pintos machos. Para seguir o experimento, os
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demais ovos eclodidos e, portanto, que nado tenham sido inoculados, foram
selecionados e sexados mais 160 pintos, os quais foram submetidos a aspersao de
0,05g probidtico + diluente por meio do equipamento utilizado para vacinas contra
doengas respiratorias. Outros 320 pintos foram também sexados e juntamente com
os demais transferidos para o biotério de aves da UFPR — Setor Palotina.

A dieta basal (TABELA 2) foi elaborada a base de milho, farelo de soja e
farinha de carne, formulada conforme valores de composigéo quimica dos alimentos
e de maneira a atender os requerimentos nutricionais das aves e as recomendacgdes
nutricionais adotadas pelas integragdes avicolas da regido (ROSTAGNO et al.,
2011).

TABELA 2 - COMPOSICAO NUTRICIONAL DA DIETA EXPERIMENTAL DOS FRANGOS

Ingredientes (%) Periodo de 1-21 dias de vida
Milho 53,07
Farelo de soja 34,00
Farinha de carne 5,20
Oleo de soja 4,10
Farinha de visceras 1,50
Calcario 0,340
Sal comum 0,310
Bicarbonato de sddio 0,103
Colina 60% 0,086
L-Lisina 70% 0,316
L-Treonina 98% 0,092
L-Valina 0,021
Composigao nutricional Valores calculados (100%)
Energia metabolizavel (kcal/kg) 3050
Proteina bruta (%) 21,90
Calcio (Ca %) 0,908
Fosforo disponivel (P%) 0,454
Arginina digestivel (%) 1,415
Glicina + Serina total (%) 2000
Isoleucina digestivel 0,873
Lisina digestivel (%) 1170
Mitionina digestivel 0,556
Met + Cist. Digestivel 0,850
Treonina digestivel 0,770
Triptofano digestivel 0,246
Valina digestivel 0,925

" Nivel por kg de premix inicial: Vitamina A (KUI/KG 4,000,00); Vitamina D3(KUI/KG 1,167,,000); Vitamina E (U/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).

FONTE: A Autora (2017).
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As aves do grupo controle (isento de probidtico) e que receberam o
probiotico in ovo ou via spray foram alimentadas durante todo o periodo
experimental com a dieta basal (isenta de APC ou probiético). A dieta basal foi
suplementada com probidtico (150g/t.) e fornecida as aves do tratamento contendo
probiético na racdo. O desafio experimental foi promovido por meio da utilizagdo de
cama descartada de um aviario comercial, associada com ocorréncia de enterites
inespecificas. Nas demais gaiolas foi utilizada maravalha nova. O manejo das aves
era iniciado pelas aves do grupo controle e, em seguida, eram manejadas as aves
desafiadas procurando evitar a contaminagéo entre os grupos.

O ambiente de criacdo das aves consistia em uma sala climatizada (ar
condicionado e exaustores), com oito baterias de gaiolas, cada uma composta por
oito gaiolas (0,55 x 0,80m), totalizando 64 unidades experimentais. A temperatura de
conforto térmico foi regulada de acordo com a idade das aves. Agua e racéo foram
fornecidas ad libitum durante todo o periodo do ensaio.

Para avaliagdo do desempenho produtivo (peso médio, ganho de peso,
consumo de racédo e conversao alimentar), as aves e as sobras de ragdo de cada
unidade experimental foram pesadas aos 7 dias e ao final do periodo de
experimento (21 dias de idade das aves). A conversao alimentar foi corrigida pela
mortalidade semanal das aves conforme metodologia descrita por Sakomura e
Rostagno (2007).

Aos 21 dias de idade, duas aves/repeticdo (16 aves/tratamento) foram
sacrificadas e obtidos fragmentos de aproximadamente 5 cm de comprimento do
duodeno, jejuno e ileo, os quais foram presos e abertos longitudinalmente em placas
de isopor, e lavados com soro fisiolégico. As amostras foram fixadas em solugdo de
formol tamponado e apés emblocadas em parafina. Cada fragmento foi submetido a
cortes semisseriados de 5 um de espessura e corados por Hematoxilina e Eosina.

Para o estudo morfométrico, as imagens foram capturadas por meio da
microscopia de luz (objetiva 10x), utilizando-se o sistema analisador de imagens
computadorizado (ImagePro-Plus - Versao 5.2 — Média Cibernética).

Nesse estudo foram mensurados o comprimento e largura de 20 vilos, a
profundidade e largura de 20 criptas de cada lamina, a espessura da camada
muscular em aproximadamente 10 pontos distintos da lamina e contabilizado o

numero de criptas em 20 vilos. As medidas morfométricas utilizadas para o calculo
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da area da superficie de absorgdo da mucosa intestinal ocorreram pela alicagao da

férmula proposta por Kisielinski et al. (2002).

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

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

Para a analise macroscoépica do ileo utilizou-se a metodologia de Bracarense
et al. (2012) modificada. A avaliagdo macroscopica foi realizada no momento da
coleta. Para cada alteragdo macroscopica observada na mucosa intestinal das aves,
foi atribuido um grau de severidade (GS) entre 0 e 3, sendo grau 0: sem alteracao,
grau 1: alteragao leve, grau 2: alteragdo moderada e grau 3: alteragao severa, de
acordo com a sua importancia em reduzir a capacidade funcional do 6rgao, ou seja,
digestdo e absorcdo de alimentos. Para cada alteragdo observada foram atribuidos
escores de 0 a 3 conforme a intensidade da lesdo, escore 0 sem les&o, escore 1 é
baixa extensédo (25%), escore 2 € média extensao (50%), e escore 3 é grande
extensdo (75%). Os valores de escores de intensidade foram multiplicados pelo GS,
estabelecendo um valor total de alteragdes visualizadas na mucosa de cada
segmento intestinal.

Os dados coletados foram submetidos a analise de variancia por meio do
procedimento GLM do programa SAS (SAS Institute, 2002), ao nivel de 5% de
significancia. Para os resultados obtidos na analise macroscopica da condigao
inflamatéria intestinal foi utilizado o teste de KRUSKAL e WALLIS (1952).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os percentuais de eclodibilidade dos ovos selecionados que receberam ou
nao o probidtico antes da eclosdo, assim como os percentuais de aves mortas e
eliminadas (TABELA 3).

Na comparagdo com o controle, ndo foi observada diferenga significativa
(p<0,05) no percentual médio de eclodibilidade e mortalidade embrionaria pela
inoculacdo de probidtico in ovo. Esses resultados s&o indicativos de que a
inoculagao in ovo do probidtico a base de esporos do Bacillus subtilis ndo prejudicou

a eclodibilidade e nem elevou o indice de mortalidade embrionaria. A inoculagao de
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nutrientes, vacinas ou aditivos in ovo, requer a avaliagcdo dos parametros do
incubatoério que sdo fundamentais no processo produtivo, pois tem alto impacto
econdmico em toda a cadeia avicola do frango de corte.

Andreatti Filho et al. (2006) n&o evidenciaram efeito da inoculagao in ovo de
Lactobacillus salivarius sobre a eclodibilidade dos ovos. Por outro lado, Campos et
al. (2011) inocularam solugdes nutritivas a base de glicose, sacarose, vitaminas e
sais minerais e perceberam que a inoculacdo das solugdes in ovo diminuiu a
eclodibilidade e aumentou o numero de ovos bicados e ndo-nascidos. Tactacan et
al. (2013) alertaram que doses excessivas do Bacillus subtilis podem elevar a
mortalidade das aves.

Além dos problemas gerados pelo uso indiscriminado dos antibiéticos como
promotores de crescimento, a avicultura enfrenta a contaminagcao dos pintos que,
em geral, acontece logo depois da eclosdo. Essa contaminacéo €, em parte, devida
a uma caracteristica especifica das aves que, diferentemente de outros animais, na
eclosdo nao recebem inoculacdo natural de microrganismos benéficos que se
instalam no intestino e possibilitam maior resisténcia aos potenciais desafios
ambientais (FLINT e GARNER, 2009).

TABELA 3 - ECLODIBILIDADE E MORTALIDADE EMBRIONARIA DE PINTOS INOCULADOS IN
OVO COM PROBIOTICO

Eclodibilidade (%) Mortas e eliminadas (%)
Controle 87,23 0,57
Probidtico in ovo 88,68 1,13
CV, % 3,46 80,61
Valor de P 0,3917 0,1534

FONTE: A Autora (2017).

A administracdo de probidtico em diferentes vias foi avaliada em frangos de
corte submetidos ou ndo ao desafio sanitario e os resultados s&o apresentados na
TABELA 4. A administragao in ovo resultou em maior (p<0,05) peso e ganho de
peso na primeira semana de vida dos pintos apenas em comparagdo com a
administracdo via spray. A aplicagdo do probidtico nos demais tratamentos nao
influenciou (p>0,05) o desempenho das aves, independentemente, do desafio
sanitario.

A via de administragao dos probidticos determina melhor ou pior capacidade
de colonizagao intestinal pelas bactérias presentes na formulagao do produto usado.

Nesse sentido, a inoculagdo de bactérias probidticas ainda no incubatério, seja in



47

OVvo ou via spray pode ser uma alternativa aos entraves acima relatados. Por essas
vias, a microbiota da ave ja esta “colonizada” antes do alojamento, além de
contribuir para o desenvolvimento da mucosa intestinal, o que reflete na resposta
imunolégica do frango (PESSOA et al., 2012).

Nos primeiros dias de vida, os pintos sdo mais suscetiveis a colonizagao por
patégenos devido a baixa microbiota simbidntica da mucosa do intestino (FOYE et
al., 2006; DE OLIVEIRA et al., 2014). A camada de muco do epitélio intestinal é a
primeira barreira fisica contra infecgoes (NISBET et al., 1994; CAMPOS et al., 2010).

Aves desafiadas apresentaram pior (p<0,05) conversdo alimentar em
relagcdo as aves mantidas em camas novas. A avaliagao no periodo de 7 a 21 dias
mostrou maior (p<0,05) peso vivo das aves que receberam probidtico in ovo e na
racdo em relacdo a aplicagdo por spray. Aves submetidas ao desafio sanitario
apresentaram menor (p<0,05) peso vivo e ganho de peso e pior (p<0,05) conversao
alimentar que aves mantidas em condi¢des sanitarias adequadas.

Considerando o periodo experimental total, de 1 a 21 dias, a administragcao
de probidtico por spray resultou em menor (p<0,05) peso vivo, entretanto
semelhante ao obtido pelas aves que consumiram ragao isenta de probidtico. Aves
mantidas sobre cama de alto desafio sanitario apresentaram menor (p<0,05) peso
vivo que as aves criadas sobre cama nova.

A inclusdo continua na dieta de microrganismos benéficos exdgenos,
probidticos, pode induzir a estabilizagdo da fungdo da barreira gastrointestinal
(GAGGIA et al., 2010) e, desta forma, manter o melhor desempenho das aves. A
forma esporulada da bactéria tem a capacidade de resistir ao baixo pH do estbmago
e atingir o intestino em grandes quantidades, onde germina, sendo entéo eliminada
no conteudo fecal. Uma vez no ambiente intestinal, os bacilos colonizam e se
multiplicam, promovendo assim a exclusdo competitiva e o efeito probidtico
(COPPOLA e GIL-TURNES, 2004).

O resultado favoravel ao uso do probidtico na ragcao também pode ser devido
ao fato de a ragao usada nesse experimento ter sido apenas moida e nao submetida
aos processos de peletizacdo, em que, pelo efeito da temperatura, poderia haver o
risco de inativacdo do microrganismo que compde o probidtico.

O menor ganho de peso de aves criadas sobre camas com deficitario
manejo sanitario pode ser atribuido a maior demanda de nutrientes para manter a

homeostase frente ao desafio microbiolégico (CONTINI, 2016). Ao sofrer agresséo,
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a mucosa intestinal luta por sua reposicao celular, o qual ocorre pelo consumo de
nutrientes oriundos das reservas energéticas do organismo da ave e da ragao
ingerida (FERNANDES et al.,, 2017). McBride e Kelly (1990) estimaram que a
manutencgao do epitélio intestinal e estruturas anexas de suporte tem custo de 20%

da energia bruta consumida pelo animal.

TABELA 4 - DESEMPENHO PRODUTIVO DE FRANGOS DE CORTE DE 1 A7 DIAS, 7 A21 DIAS E
1 A 21 DIAS DE IDADE SUPLEMENTADOS COM DIFERENTES FORMAS DE
ADMINISTRAGAO DE PROBIOTICO E SUBMETIDOS A UM DESAFIO SANITARIO

Peso Ganho de Consumo de Converséao
vivo, g peso, g racéo, g Alimentar
1 a7 dias
Dietas
Controle negativo 178,772 127,152 154,75 1,217
Probidtico in ovo 183,622 133,642 165,98 1,211
Probiético spray 178,15P 127,090 154,88 1,197
Probiotico na ragéo 180,372b 131,202b 161,88 1,233
Desafio
Sem desafio 179,22 128,99 162,86 1,2452
Com desafio 181,23 130,78 156,13 1,186P
CV, % 3,20 4,37 9,30 6,39
Dietas 0,0444 0,0045 0,1093 0,7067
Desafio 0,1689 0,2673 0,0805 0,0056
Dietas x Desafio 0,7949 0,1119 0,2020 0,3962
7 a 21 dias
Dietas
Controle negativo 740,002 565,96 837,73 1,512
Probiético in ovo 752,582 578,28 869,01 1,525
Probiético spray 717,320 553,61 841,45 1,540
Probiético na ragéo 755,522 579,57 845,99 1,462
Desafio
Sem desafio 758,282 580,562 853,70 1,480P
Com desafio 723,390 557,16° 843,88 1,5432
CV, % 5,53 6,10 7,83 5,87
Dietas 0,0446 0,1226 0,5399 0,0796
Desafio 0,0019 0,0148 0,5989 0,0094
Dietas x Desafio 0,2003 0,4737 0,0534 0,5851
1 a 21 dias
Dietas
Controle negativo 740,002b 699,48 1020,86 1,459
Probioético in ovo 752,582 711,92 1034,98 1,472
Probidtico spray 717,320 682,11 1000,67 1,482
Probidtico na racao 755,522 710,77 1007,87 1,433
Desafio
Sem desafio 758,282 709,55 1024,26 1,451
Com desafio 723,39P 692,22 1007,51 1,474
CV, % 5,53 5,29 6,73 5,01
Dietas 0,0019 0,0973 0,3686 0,2109
Desafio 0,0446 0,0940 0,5016 0,2719
Dietas x Desafio 0,2003 0,2053 0,0297 0,7219

Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste Tukey (p<0,05) e pelo teste F (p<0,05)
FONTE: A Autora (2017).
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Houve interacdo entre as dietas e o desafio sanitario sobre o consumo de
racao (1 a 21 dias). No desdobramento da interagao, foi observada diferenga no
consumo de ragdo, apenas para a administragao de probidtico in ovo quando as
aves foram ou ndo submetidas ao desafio sanitario (TABELA 5). Aves que
receberam o probidtico in ovo e ndo foram desafiadas apresentaram maior (p<0,05)

consumo de racdo em relacao as aves desafiadas.

TABELA 5 - DESDOBRAMENTO DA INTERACAO ENTRE AS DIETAS E DESAFIO SANITARIO
SOBRE O CONSUMO DE RACAO PARA FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS
COM DIFERENTES FORMAS DE ADMINISTRACAO DE PROBIOTICO E SUBMETIDOS
A UM DESAFIO SANITARIO

Dietas

Desafio Controle  Probidtico in ovo Probidtico spray ~ Probidtico ragao Valor de P
Sem desafio 1001,47 1082,454 1017,56 995,56 0,1162
Com desafio 1043,02 987,528 983,77 1020,17 0,1800
Valor de P 0,2707 0,0237 0,3372 0,4275

Médias seguidas por letras distintas maiusculas na mesma coluna diferem significativamente pelo teste F
(p<0,05).
FONTE: A Autora (2017).

O melhor desempenho entre os frangos oriundos de ovos inoculados com o
probiotico (TABELA 5) pode ser melhor compreendido a partir das observagdes de
Ferket e Uni (2006). Esses autores avaliaram a inoculagao in ovo de carboidratos e
observaram aos 10 dias de idade aumento no peso vivo dessas aves. Para os
pesquisadores, o aumento decorre do melhor desenvolvimento intestinal e da melhor
expressao enzimatica que as aves mostraram no nascimento.

Resultados promissores ja foram relatados por Corréa et al. (2003) que, em
experimentos sem e com desafio sanitario associados ao uso de probidtico as dietas
no periodo de 1 a 21 dias de idade observaram resultados positivos indicando que
podem substituir os APC nas ragdes de frangos de corte.

Uni et al. (2005) também detectaram aumento no peso vivo das aves no
décimo dia de vida quando aplicaram in ovo uma solugdo contendo maltose,
sacarose e dextrina. Os pesquisadores atribuiram esse resultado ao aumento da
reserva de glicogénio hepatico obtido pela inoculagdo dos nutrientes.

Na comparagcdo com a literatura disponivel sobre o uso do probidtico com
esporos do Bacillus subtilis (10° UFC/g), os resultados encontrados no presente
experimento se assemelham aos revelados por Murshed e Abudabos (2015). Esses

pesquisadores observaram melhor desempenho para os frangos que receberam
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probidtico via ragdo em comparagao com a suplementagao nutricional a base de
prebidticos e antibidticos.

Aliakbarpour et al. (2012) suplementaram a dieta dos frangos de corte com
probidtico a base de Bacillus subtilis e observaram melhor desempenho produtivo
em comparagcao com uma dieta sem aditivos.

A avaliagdo da morfometria da mucosa do duodeno (TABELA 6) mostrou
interacao significativa (p<0,05) entre as diferentes formas de administracdo do
probidtico e o desafio sanitario para o comprimento do vilo, largura da cripta, relagcao
vilo:cripta e area de absorgao. Entretanto, houve efeito independente do desafio
sanitario para a largura e para a profundidade das criptas. Aves desafiadas
aumentaram (p<0,05) a largura e profundidade das criptas em relacdo as aves

criadas em condi¢des sanitarias adequadas (TABELA 6).

TABELA 6 - MORFOMETRIA DA MUCOSA DO DUODENO DE FRANGOS DE CORTE AOS 21 DIAS
DE IDADE SUPLEMENTADOS COM DIFERENTES FORMAS DE ADMINISTRAGAO DE
PROBIOTICO E SUBMETIDOS A UM DESAFIO SANITARIO

Vilo Cripta

Compr., Larg., Prof., Larg., RV:C Area, NC:V Musc.,
um um um um um?2 um

Duodeno

Dietas

Controle negativo 786,97 77,44 68,77 26,16 12,58 22,49 3,03 110,27
Probidtico in ovo 693,95 78,27 67,91 25,68 11,00 19,56 2,99 98,62
Probiético spray 760,81 79,27 66,69 26,07 12,38 21,99 2,54 105,49
Probidtico ragéo 798,12 82,74 66,04 26,52 12,46 21,34 2,88 110,05
Desafio

Sem desafio 788,92  75,97° 57,16° 26,16 14,15 23,19 2,82 105,40
Com desafio 732,20 83,272 77,542 26,07 10,02 19,49 2,90 106,82
CV, % 11,64 15,10 23,88 14,57 20,59 19,52 22,77 17,96
Desafio 0,0100  0,0501 0,0001 0,9968 0,0001 0,0007 0,5620 0,7671
Dietas 0,0065 0,7610  0,9641 0,9299 0,2097 0,2067 0,1339 0,2796

Dieta x Desafio 0,0130 0,2978 0,3768 0,0109 0,0135 0,0012 0,7108 0,2711

Comp. Comprimento, larg.: largura, prof.: profundidade, RV:C: relagéo vilo:cripta, area: area de absorgéo, NV:C,
numero de cripta por vilo, Musc: espessura da camada muscular.
Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste Tukey (p<0,05) e pelo teste F (p<0,05)

FONTE: A Autora (2017).

No desdobramento da interagdo para comprimento do vilo, observou-se que
as aves que receberam dietas isentas de probiético e quando submetidas ao desafio
sanitario mostraram menor (p<0,05) comprimento de vilo. Entretanto, o mesmo
comportamento foi observado para as aves que receberam a inoculagdo do

probidtico in ovo. Na avaliagdo dentro do grupo mantido em condigdes sanitarias
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adequadas, nao houve efeito (p>0,05) para nenhuma forma de aplicacédo de
probidtico ou para o grupo que nao recebeu o probidtico. Por outro lado, em
situagdes de desafio sanitario, a aplicagdo de probidtico em spray ou adicionado a
ragao resultou em maior (p<0,05) comprimento do vilo (TABELA 7).

Quando ocorre aumento na taxa de mitose com aumento da taxa de
extrusdo, ha aumento no numero de células na tentativa de regeneragéo, podendo
ser observado aumento na altura dos vilos (MAIORKA et al., 2003). Nesse estudo,
porém, houve diminuicdo de aporte de nutrientes para o crescimento, conforme
observado na avaliacdo do desempenho produtivo das aves submetidas a esse
tratamento (TABELA 4).

Para a largura da cripta, o consumo da dieta controle pelas aves desafiadas
resultou em maior (p<0,05) largura da cripta, ja quando o probidético foi administrado
in ovo, observou-se efeito oposto, ou seja, menor (p<0,05) largura da cripta quando
as aves foram submetidas ao desafio sanitario (TABELA 7).

Segundo Ohland e Macnaughton (2010), em casos de desafio entérico, ha
uma maior renovagao celular da mucosa intestinal, o que leva a maior profundidade
de cripta, em virtude da hiperplasia, resultante da atividade mitdtica.

Porém, quando ocorre aumento na taxa de mitose com auséncia, diminuicao
ou manutencdo da taxa de extrusdo, ha um aumento no numero de células e,
consequentemente, um aumento na altura dos vilos (MAIORKA et al., 2003).

A aplicagdo de probidtico in ovo ou via spray assim como o fornecimento de
uma dieta isenta de probidtico resultaram em menor (p<0,05) relagao vilo:cripta.
Para o fornecimento do probidtico na racdo nao houve diferenca significativa
(p>0,05) do desafio sanitario sobre a relagao vilo:cripta (TABELA 7).

A area de absor¢do da mucosa do duodeno foi reduzida (p<0,05) pelo
desafio sanitario para todas as dietas, com excecao da dieta suplementada com
probidtico, em que nao houve alteracédo (p>0,05) na area de absor¢gdo quando as
aves foram submetidas ao desafio sanitario. Para as aves mantidas em condicdes
sanitarias adequadas, a maior (p<0,05) area de absor¢do observada concentrou-se
entre as aves que receberam dieta isenta de probidtico em comparagao a aplicagao

in ovo ou na ragéo (TABELA 7).
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TABELA 7 - DESDOBRAMENTO DA INTERAGCAO ENTRE AS DIETAS E DESAFIO SANITARIO
SOBRE A MORFOMETRIA DO DUODENO DE FRANGOS DE CORTE
SUPLEMENTADOS COM DIFERENTES FORMAS DE ADMINISTRAGAO DE
PROBIOTICO E SUBMETIDOS A UM DESAFIO SANITARIO

Comprimento de vilo, um

Dietas Valor de P
Desafio Controle ~ Probidticoinovo  Probiotico spray  Probidtico ragao
Sem desafio 853,902 742,782 793,80 765,20 0,1466
Com desafio 720,038 638,148v 727,82A8 831,044 0,0007
Valor de P 0,0294 0,0074 0,0959 0,1967

Largura da Cripta, pm

Dietas Valor de P
Desafio Controle  Probidticoinovo  Probiotico spray  Probidtico ragdo
Sem desafio 23,81b 27,920 26,15 26,75 0,1386
Com desafio 28,912 23,452 25,99 26,30 0,1134
Valor de P 0,0100 0,0474 0,8774 0,8611

Relagéo Vilo:Cripta

Dietas Valor de P
Desafio Controle  Probidticoinovo  Probidtico spray ~ Probidtico ragéo
Sem desafio 16,202 12,642 14,672 13,11 0,0470
Com desafio 8,96° 9,120 10,10° 11,80 0,0859
Valor de P 0,0001 0,0058 0,0073 0,2530

Area de absorcado, um?

Dietas Valor de P
Desafio Controle Probidtico in ovo Probidtico spray Probidtico ragao
Sem desafio 27,43 Aa 21,418Ba 23,92A8Ba 20,018 0,0027
Com desafio 17,540 17,450 20,05b 22,67 0,1012
Valor de P 0,0002 0,0107 0,0341 0,3852

Médias seguidas por letras distintas minusculas na mesma coluna diferem pelo teste F (p<0,05). Médias
seguidas por letras distintas maiusculas na mesma coluna diferem pelo teste Tukey (p<0,05).
FONTE: A Autora (2017).

Para a avaliagdo da morfometria da mucosa do jejuno, ndo se observou
interacao entre as formas de administragdo do probidtico e o desafio sanitario
(TABELA 8). Houve apenas efeito da forma de administragdo do probidtico para a
relacdo vilo:cripta, sendo que o menor (p<0,05) valor foi observado quando o
probidtico foi aplicado via spray em comparagao a inclusdo na ragao das aves.

Esse resultado confirma o que foi observado em relagdo ao melhor
desempenho produtivo (TABELA 4) das aves que receberam o probidtico na ragao
em relagdo ao probiotico aplicado via spray. Em situagcdo de desafios entéricos, &
necessario ocorrer maturagao das células epiteliais para manter as inumeras
atividades funcionais da mucosa intestinal. O surgimento de “enterdcitos imaturos”
com baixa capacidade absortiva, bem como reduzida atividade das enzimas na
bordadura em escova pode comprometer a absor¢gdo de nutrientes e, em
consequéncia, o desempenho produtivo (OHLAND e MACNAUGHTON, 2010).
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TABELA 8 - MORFOMETRIA DA MUCOSA DO JEJUNO DE FRANGOS DE CORTE AOS 21 DIAS
DE IDADE SUPLEMENTADOS COM DIFERENTES FORMAS DE ADMINISTRACAO DE
PROBIOTICO E SUBMETIDOS A UM DESAFIO SANITARIO

Vilo Cripta

Compr., Larg., Prof., Larg., RV:C Area, NC:V Musc.,
um um um um um?2 um

Dietas

Controle negativo 415,12 70,80 52,19 24,48 7,962b 13,15 2,43 107,88
Probiético in ovo 416,13 76,91 52,58 27,70 8,200 12,65 1,97° 104,52
Probiético spray 414,61 80,14 50,21 26,55 7,870 11,88 2,052 113,68
Probiético ragéo 466,67 85,08 49,63 27,06 9,442 12,79 2,022 119,23
Desafio

Sem desafio 420,81 75,02 51,05 26,74 8,51 12,65 2,15 112,65
Com desafio 435,60 81,48 51,82 26,65 8,23 12,58 2,07 110,40
CV, % 18,96 21,63 17,29 9,51 19,21 20,08 21,64 18,31

Dietas 0,2013 0,1226 0,6040 0,1004 0,0287 0,5506 0,0296 0,2208
Desafio 0,4683 0,1325 0,7466 0,8871 04859 0,8985 0,4410 0,7122

Dieta x Desafio 0,1694 0,9562 0,4978 08156 0,6939 0,6541 0,9068 0,3290

FONTE: A Autora (2017).

A morfometria da mucosa do ileo nado foi alterada pela forma de
administracdo do probiotico e nem pela dieta controle isenta de probiotico (TABELA
9). Com relagéo ao desafio sanitario observou-se menor (p<0,05) relagao vilo:cripta
e um maior (p<0,05) numero de criptas para cada vilo. A menor capacidade
proliferativa observada nessas aves pode ser resultado da resposta inflamatéria
induzida pela microbiota presente na cama mal manejada
(SHANMUGASUNDARAM, LILBURN e SELVARA, 2012).

TABELA 9 - MORFOMETRIA DA MUCOSA DO ILEO DE FRANGOS DE CORTE AOS 21 DIAS DE
IDADE SUPLEMENTADOS COM DIFERENTES FORMAS DE ADMINISTRACAO DE
PROBIOTICO E SUBMETIDOS A UM DESAFIO SANITARIO

Vilo Cripta

Compr., Larg., Prof., Larg., RV:C Area, NC:V Musc.,
um um um um pum?2 um

Dietas

Controle negativo 331,37 85,24 57,06 30,24 5,87 9,18 1,72 145,12
Probiético in ovo 299,02 89,61 51,36 29,24 5,59 8,11 1,66 145,01
Probiético spray 287,82 88,34 49,15 29,82 5,86 7,93 1,59 148,86
Probidtico ragéo 298,94 84,47 53,38 30,68 5,64 7,69 1,70 150,44
Desafio

Sem desafio 292,57 80,76  48,49° 29,96 5,942 8,32 1,54 140,69
Com desafio 316,01 93,332 56,992 30,03 5,55° 8,15 1,802 154,01
CV, % 19,68 25,31 18,27 13,10 11,44 25,02 23,85 24,31

Dietas 0,2050 0,8935 0,1325 0,7605 0,5681 0,2007 0,8014 0,9638
Desafio 0,1230 0,0322 0,0008 09405 0,0270 0,7331 0,0105 0,1425

Dietas x Desafio 0,9798 0,3267 05722 0,3771 0.1804 0,9478 0,5044 0,7340

Médias seguidas por letras distintas minusculas na mesma coluna diferem pelo teste F (p<0,05). Médias
seguidas por letras distintas maiusculas na mesma coluna diferem pelo teste Tukey (p<0,05).
FONTE: A Autora (2017).
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A condicao inflamatéria da mucosa do duodeno, jejuno e ileo foi avaliada
pela presenca de material mucoso, congestdo e petéquias (TABELA 10). Para a
mucosa do duodeno, a presenga de material mucoso e de petéquias foi maior na
mucosa do duodeno (p<0,05) quando as aves nao receberam probidtico e foram
submetidas ao desafio sanitario. Para a mucosa do jejuno, também observou-se
maior (p<0,05) presenca de material mucoso em situacdo de desafio sanitario e
quando néo foi suplementado probidtico as aves. Para o ileo ndo foram observadas

diferencas significativas (p>0,05).

TABELA 10 — ANALISE MACROSCOPICA DA CONDIGCAO INFLAMATORIA DA MUCOSA DO
DUODENO, JEJUNO E ILEO DE FRANGOS DE CORTE AOS 21 DIAS DE IDADE
SUPLEMENTADOS COM DIFERENTES FORMAS DE ADMINISTRAGAO DE
PROBIOTICO E SUBMETIDOS A UM DESAFIO SANITARIO

Duodeno
Material Mucoso Congestao Petéquias
Controle negativo 0,1258 0,250 0,1258
Probiotico in ovo 0,0008 1,875 0,0008
Probiotico spray 0,0008 0,250 0,0008
Probiodtico ragao 0,0008 1,000 0,0008
Controle negativo + Desafio 1,1258 0,375 4,5007
Probiético in ovo + Desafio 1,625 0,750 1,87578
Probiético spray + Desafio 0,37578 2,000 0,0008
Probiotico ragdo + Desafio 0,2507B 0,875 0,1258
CV, % 34,171 48,637 31,299
Valor de P 0,0195 0,0535 0,0037
Jejuno
Controle negativo 0,000 0,125 0,0008
Probidtico in ovo 0,000 0,250 0,1258
Probidtico spray 0,000 0,000 0,0008
Probidtico ragao 0,000 0,250 0,0008
Controle negativo + Desafio 0,500 0,125 2,875
Probiético in ovo + Desafio 1,625 0,750 0,875%8
Probiético spray + Desafio 0,125 0,125 0,0008
Probidtico ragao + Desafio 0,500 0,125 0,0008
CV, % 26,694 37,212 27,397
Valor de P 0,4462 0,8296 0,0071
lleo
Controle negativo 0,00 0,000 0,00
Probidtico in ovo 0,00 0,000 0,00
Probidtico spray 0,00 0,375 0,00
Probistico ragao 0,00 0,125 0,00
Controle negativo + Desafio 0,00 0.125 0,00
Probiético in ovo + Desafio 0,00 0,000 0,00
Probiético spray + Desafio 0,00 0,000 0,00
Probidtico ragao + Desafio 0,00 0,000 0,00
CV, % 0,00 21,322 0,00
Valor de P 1,0000 0,6398 1,0000

Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
FONTE: A Autora (2017).
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Mediante as condigdes de controle sanitario com baixo desafio imunoldgico
e baixa carga microbiana presente no momento em que os frangos de corte foram
alojados e submetidos ao desafio sanitario no presente estudo, os resultados obtidos
na analise macroscopica das condi¢gdes inflamatérias do intestino delgado, nos
segmentos duodeno, jejuno e ileo, indicam que o Bacillus subtilis pode ser usado em
substituicdo aos antibiéticos como promotores de melhoria no equilibrio microbiano
intestinal das aves.

Os probidticos conferem protecao aos vilos e a superficie absortiva intestinal
contra toxinas irritantes produzidas por microrganismos patogénicos (FURLAN,
MACARI e LUQUETTI, 2004). A competicdo com patdgenos na ocupagao de sitios
de aderéncia nas vilosidades impedem a acao deletéria na parede intestinal por
meio da exclusdo competitiva (MENTEN e LODDI, 2002). Uma vez aderidas a
mucosa intestinal da ave, as fimbrias das bactérias probiéticas produzem sustancias
que favorecem a manutengdo da mucosa intestinal e conferem ai um ambiente

inéspito para outras espécies (LEE et al., 2013).

4 CONCLUSAO

A inoculagao de probidtico in ovo, a base de Bacillus subtilis, ndo interferiu
com a eclodibilidade e mortalidade embrionaria. Todavia, a indugdo do desafio no
alojamento experimental dos frangos de corte em cama velha revelou-se prejudicial
para o desempenho produtivo independentemente da aplicagao do probidtico e/ou
dos tratamentos. As diferentes formas de aplicacdo de probidtico alteraram a
morfometria do duodeno, principalmente, mostrando correlacdo com o desempenho
produtivo das aves. A intensidade das lesdes macroscopicas observadas na mucosa
intestinal das aves submetidas ao desafio sanitario foi maior quando a dieta ofertada
nao continha probidético com comparagdo com as aves nao desafiadas e que
receberam suplementacido nutricional. Esses resultados evidenciam a contribuigcao
do Bacillus subtilis na manutencdo da saude intestinal e apontam para a importancia
do manejo adequado da cama de alojamento tendo em vista o alcance de maior

produtividade na avicultura de corte.
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CAPITULO Il - DIFERENTES FORMAS DE ADMINISTRACAO DE PROBIOTICO
SOBRE A DIVERSIDADE DA MICROBIOTA INTESTINAL E CECAL DE
FRANGOS DE CORTE DE 1 A 21 DIAS DE IDADE SUBMETIDOS AO DESAFIO
SANITARIO

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar as diferentes formas de administracédo de
probidtico a base do Bacillus subtilis sobre a diversidade da microbiota intestinal e
cecal de frangos de corte de um a vinte e um dias (1-21d) de idade submetidos ao
desafio sanitario. Foram alojados 640 pintos, machos, linhagem Cobb, em um
delineamento inteiramente casualizado, esquema fatorial 4 x 2 (4 formas de
administracdo: dieta isenta de probidtico, controle negativo, probidtico in ovo,
probidtico via spray pos-eclosdo e probidtico na ragdo vs 2 condigbes sanitarias
segundo a cama de aviario nova ou velha), obtendo-se oito dietas, oito repeti¢cdes
em dez aves por gaiola, totalizando 64 unidades experimentais. Houve maior
prevaléncia do filo Firmicutes tanto no intestino delgado como no ceco,
independentemente do desafio sanitario. Em relagdo a classificagado filogenética
género, no intestino delgado, houve uma maior prevaléncia dos géneros
pertencentes a ordem Lactobacilales. O género Alistipes e Bacterioides da ordem
Enterobacteriodales ocorreu com maior frequéncia no ceco das aves desafiadas em
relacdo as nao desafiadas. A utilizagdo de probidtico contendo Bacillus subtilis de
forma continua na ragéo resultou no maior equilibrio da microbiota intestinal e do
ceco em relacdo as demais formas de aplicagdo. O desafio sanitario alterou a
frequéncia das bactérias que compdem a microbiota do ceco de forma mais evidente
que a do ileo. A diversidade e frequéncia das bactérias encontradas principalmente
no ceco das aves sao indicativas da estreita relacdo existente entre a microbiota
intestinal dos frangos com a microbiota da cama de aviario.

Palavras-chave: Bacillus subtilis, cama de aviario, classificagdo filogenética,
Lactobacillus.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the different forms of probiotic
administration based on Bacillus subtilis on the intestinal and cecal microbiota
diversity of broiler chickens from one to twenty one days (1-21d) of age submitted to
the sanitary challenge. A total of 640 male, Cobb lineage chicks were housed in a
completely randomized design, 4 x 2 factorial scheme (4 administration forms:
probiotic-free diet, negative control, probiotic in ovo, post-hatch probiotic spray and
probiotic in ration vs 2 sanitary conditions according to the bed of new or old aviary),
obtaining eight diets, eight replicates in ten birds per cage, totaling 64 experimental
units.There was a higher prevalence of filo Firmicutes in both the small intestine and
the cecum, regardless of the health challenge. Regarding the genomic phylogenetic
classification, in the small intestine, there was a higher prevalence of the genera
belonging to the Lactobacillus order. The genus Alistipes and Bacterioides of the
order Enterobacteriodales occurred more frequently in the cecum of the challenged
birds compared to the non-challenged ones. The use of probiotic containing Bacillus
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subtilis continuously in the diet resulted in the greater balance of the intestinal
microbiota and the cecum in relation to the other forms of application.

The health challenge altered the frequency of the bacteria that make up the
microbiota of the cecum more clearly than that of the ileum. The diversity and
frequency of bacteria found mainly in the cecum of the birds are indicative of the
close relationship between the intestinal microbiota of the chickens and the
microbiota of the aviary bed.

Key words: Bacillus subtilis, aviary bed, phylogenetic classification, Lactobacillus.

1 INTRODUGCAO

A microbiota intestinal das aves € constituida por uma populacéo
heterogénea de bactérias, bastante complexa e dindmica, constituida por inUmeras
especies que vivem em equilibrio entre si e com o hospedeiro. Na grande maioria,
sua composicao contém bactérias anaerdbias facultativas produtoras de acido
lactico e bactérias anaerdbias estritas (ZHU et al., 2002, PAN e YU, 2014).

A composigcdo da microbiota bacteriana é afetada pelas bactérias presentes
no intestino e pelos microrganismos naturais do ambiente (YIN et al., 2010; WANG
et al., 2016). O embrido pode ser colonizado por via vertical durante a formagao do
ovo, por meio do contato com os microrganismos presentes no sistema reprodutor
da mae. Também pode ocorrer ao ingerir o conteudo do fluido amnidtico a partir do
14° dia de incubacao (PEDROSO, 2011). A presenca de patdégenos e a consequente
liberagdo de toxinas no saco vitelinico permite que 0s microrganismos sejam
absorvidos pelo embrido junto com o conteudo do saco da gema (DEEMING, 2005).

O perfil da microbiota pode ser também alterado por diversos fatores, tanto
endogeno quanto exdgenos. As mas condi¢des higiénicas e sanitarias da criagéo,
estresse, alimentagdo inadequada, intoxicagdo e enfermidade concomitante, podem
desencadear o aumento da proliferacdo bacteriana que podem competir por
nutrientes da prépria ave (ITO, MIYAJI e OKABAYASHI, 2007).

As bactérias produzem diversos metabdlitos que podem ser bons ou
prejudiciais ao hospedeiro, sendo capazes de interagir com o epitélio gastrintestinal
podendo causar modificagdes estruturais e funcionais no mesmo, comprometendo a
digestéo lipidica e modificando a digestdo de carboidratos e proteinas, e causando
um aumento nas exigéncias nutricionais, ou mesmo, agir beneficamente contra
patdgenos por meio de exclusdo competitiva (RINTTILA e APAJALAHTI, 2013).
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Muitas pesquisas mostram que €& possivel aumentar o numero de
microrganismos promotores da saude no trato gastrintestinal por meio da introdugéo
de probidticos pela alimentagdo (ZHANG et al, 2014). A inoculagdo de substéncias
permite, portanto, a introdu¢cdo de nutrientes especificos em contato com a mucosa
intestinal antes da eclosdo, direcionando a diferenciagao celular e melhorando a
capacidade de digerir alimentos pelo pintainho.

As espécies de Bacillus spp, ao contrario das bactérias acido lacticas, nao
sdo normalmente encontradas no trato gastrintestinal (SUN, WANG e ZHANG,
2010), por ndo serem comumente organismos colonizadores que se aderem aos
sitios de ligagdo dos enterdcitos (SEN et al.,, 2012). Dessa forma, esporos de
Bacillus spp. sdo amplamente difundidos como probidticos e agentes de exclusao
competitiva em humanos e animais, o que os diferencia das demais espécies de
microrganismos utilizados que estdo em sua forma vegetativa. A forma esporulada
da bactéria tem a capacidade de resistir ao baixo pH do estébmago e atingir o
intestino em grandes quantidades, onde germinam, sendo entdo eliminados no
conteudo fecal. O Bacillus subtilis, cepa comumente utilizada na composicido de
probidticos, transita pelo intestino juntamente com o conteudo intestinal e sua
prevaléncia dificulta a fixagdo dos microrganismos patogénicos, mediante a exclusédo
competitiva ou antagonismo direto (PAN e YU, 2014).

Nessas consideragdes, o objetivo desse estudo foi avaliar diferentes formas
de administracdo de probidtico sobre a diversidade da microbiota intestinal e cecal
de frangos de corte no periodo de um a vinte e um (1-21d) dias de idade submetidos
ao desafio sanitario.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no biotério de aves da Universidade Federal do
Parana (UFPR) — Setor Palotina e no incubatério de uma Agroindustria da regiao
Oeste do Parana. Todos os procedimentos com uso de animais neste trabalho foram
submetidos & avaliacdo e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo
Animal da UFPR - Setor Palotina (Protocolo 39/2016)

Foram utilizados 640 pintos machos de um dia de idade, da linhagem Cobb

500, provenientes de matrizes de 37 semanas de idade. As aves foram distribuidas
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em um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 2 (controle +
3 formas de administracdo do probiotico vs com e sem desafio), obtendo-se oito
tratamentos com oito repeticbes e dez aves por unidade experimental. As dietas

experimentais estdo descriminadas na TABELA 1.

TABELA 1 - DIETAS EXPERIMENTAIS

Grupo Identificagdo do Tratamento Especificagdo do Tratamento
N3o Desafiado Dieta 1 Dieta isenta de probidtico (controle negativo)
Dieta 2 Probidtico in ovo
Dieta 3 Probiético via spray pds-eclosao
Dieta 4 Probidtico na ragao
Desafiado Dieta 5 Dieta isenta de probidtico
Dieta 6 Probiético in ovo
Dieta 7 Probidtico via spray pds-eclosao
Dieta 8 Probidtico na racao

FONTE: A Autora (2017).

No incubatério da Agroindustria, no 182 dia de incubagdo, um carrinho de
incubacédo contendo 15 andares (168 ovos/andar) foi levado para a maquina de
vacinacao in ovo e em cada ovo foi injetado 0,5mL de solugéo (0,05g probidtico +
diluente). Uma amostra dessa solugao foi coletada para realizagdo da analise de
quantificagéo de Bacillus spp. inoculado in ovo, onde foi encontrado 107 UFC/g de
Bacillus subtilis.

Os ovos devidamente identificados foram transferidos para as bandejas do
nascedouro e permaneceram ali juntamente com os demais ovos até a ecloséo.
Apods a eclosao desses ovos inoculados, os pintos foram sexados e classificados,
sendo selecionados 160 pintos machos. Dos demais ovos eclodidos e nao
inoculados foram selecionados e sexados mais 160 pintos, os quais submetidos a
aspersao de 0,05g probidtico + diluente por meio do equipamento utilizado para
vacinas contra doengas respiratorias. Outros 320 pintos, depois de sexados, junto
com os demais foram transferidos para o biotério de aves da UFPR — Setor Palotina.

A dieta basal (TABELA 2) foi elaborada a base de milho, farelo de soja e
farinha de carne, formulada conforme valores de composicao quimica dos alimentos
e de maneira a atender os requerimentos nutricionais das aves e as recomendacdes
nutricionais adotadas pelas integragdes avicolas da regido (ROSTAGNO et al.,
2011). As aves do grupo controle (isento de probiodtico) e as que receberam o
probidtico in ovo ou via spray foram alimentadas durante todo o periodo

experimental com a dieta basal (isenta de antibidticos promotores de crescimento ou
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de probidticos). A dieta basal, suplementada com probiético (150g/t.), foi ofertada as
aves dos tratamentos (dietas 4 e 8, TABELA 1).

O desafio experimental foi induzido por meio da utilizacdo de cama velha,
descartada de um aviario comercial e associada a ocorréncia de enterites
inespecificas. Nas demais gaiolas utilizou-se maravalha nova. O manejo das aves se
iniciava pelas aves do grupo controle e, em seguida, eram manejadas as aves

desafiadas a fim de evitar a contaminagao entre os grupos.

TABELA 2 - COMPOSICAO NUTRICIONAL DA DIETA EXPERIMENTAL DOS FRANGOS

Ingredientes (%) Periodo de 1-21 dias de vida
Milho 53,07
Farelo de soja 34,00
Farinha de carne 5,20
Oleo de soja 4,10
Farinha de visceras 1,50
Calcario 0,340
Sal comum 0,310
Bicarbonato de sddio 0,103
Colina 60% 0,086
L-Lisina 70% 0,316
L-Treonina 98% 0,092
L-Valina 0,021
Composigéo nutricional Valores calculados (100%)
Energia metabolizavel (kcal/kg) 3050
Proteina bruta (%) 21,90
Calcio (Ca %) 0,908
Fosforo disponivel (P%) 0,454
Arginina digestivel (%) 1,415
Glicina + Serina total (%) 2000
Isoleucina digestivel 0,873
Lisina digestivel (%) 1170
Mitionina digestivel 0,556
Met + Cist. digestivel 0,850
Treonina digestivel 0,770
Triptofano digestivel 0,246
Valina digestivel 0,925

" 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); Etoxiquin (mg/Kg 22,200,00); Fitase Phyzyme (g/kg
16,667); AXTRA XAP 101 TPT (g/kg 33,333,00).

FONTE: A Autora (2017).

O ambiente de criacdo das aves consistia em uma sala climatizada (ar
condicionado e exaustores) com oito baterias de gaiolas, cada uma composta por
oito gaiolas (0,55 x 0,80m), totalizando 64 unidades experimentais. A temperatura de

conforto térmico das aves foi regulada de acordo com a idade. Agua e racéo foram
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fornecidas ad libitum durante todo o periodo do ensaio (1-20d). Aos 21 dias foram
sacrificadas 16 aves/tratamento para coleta do conteudo intestinal do ileo e ceco. O
conteudo de cada segmento foi obtido imediatamente depois do sacrificio, utilizando-
se material esterilizado para cada segmento a fim de evitar a contaminacéo entre
segmentos. Apds a identificagcdo, foram compostas aliquotas de 4 amostras/trat.
(pool de 4 aves) para cada segmento, resultando em 64 amostras (32 amostras do
ileo e 32 amostras do ceco). As amostras foram armazenadas em ultra freezer a -
80°C até o momento da extragao do 16S rDNA bacteriano. 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, realizou-se a amplificagdo com os primers
especificos da regidao V3-V4 do rRNA 16S, 341F (CCTACGGGRSGCAGCAG) e
806R (GGACTACHVGGGTWTCTAAT) (TABELA 3), na concentragao de 0,2uM. O
preparo das bibliotecas de sequenciamento ocorreu de acordo com tecnologia
proprietaria da Neoprospecta Microbiome Technologies e 0 sequenciamento

realizado pela plataforma MiSeq (lllumina).

TABELA 3 - CARACTERISTICAS DOS PRIMERS UTILIZADOS NESTE ESTUDO

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

FONTE: A Autora (2017).

Apds o sequenciamento foi realizada uma analise de bioinformatica basica

para classificagdo taxonémica dos reads de acordo com o banco de dados proprio.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas FIGURAS 1, 3, 5, 7, 9 e 11 apresentam-se as frequéncias de filos,
classes, ordens, familias, géneros e espécies de bactérias encontradas na
microbiota do ileo, enquanto que para o ceco as respectivas frequéncias sao
mostradas nas FIGURAS 2,4, 6, 8, 10 e 12.

No intestino delgado, dentre os filos encontrados, os mais frequentes foram

Firmicutes, Actinobacteria e Proteobacteria (FIGURA 1). No ceco prevaleceram os
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filos Bacteroides, Firmicutes e Proteobacteria (FIGURA 2). O filo Firmicutes ocorreu
em maior frequéncia no intestino delgado (96,00<99,73%) e no ceco
(46,98<98,06%).

Em relagdo ao desafio sanitario, € interessante observar (Figuras 1 e 2), que
as aves submetidas ao desafio reduziram pela metade a frequéncia do filo
Firmicutes no ceco, enquanto isso ndo ocorreu no intestino. Outra observagao € que
o tratamento composto por probidtico na ragdo, antes do desafio apresentava a
maior populacdo de Firmicutes no ceco (98,06%), entretanto, apos o desafio a
frequéncia caiu para 46,98%. Nesse mesmo tratamento observou-se a elevagéo das
bactérias do filo Bacterioidetes de 1,23% para 53,02%. ldéntico comportamento,
entretanto, menos evidente, foi observado para os demais tratamentos quando as
aves foram submetidas ao desafio sanitario.

A prevaléncia do filo Firmicutes entre os frangos dos grupos sem e com
desafio mostra-se concordante com os resultados encontrados por Wang, Lilburn e
Yu (2016). Em relacdo 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 € indicativo de estreita
relagao existente entre a prevaléncia dos membros desse filo na microbiota intestinal
dos frangos com a microbiota existente na cama. Nessa relagcdo ha reais
possibilidades de efeitos mutuos, ou seja, de a microbiota da cama influenciar na
composi¢cao da microbiota gastrointestinal das aves e vice-versa.

Entre as classes bacterianas, no intestino delgado, ileo, prevaleceu a classe
Bacilli seguida das classes Clostridia, que pertencem ao filo Firmicutes e das classes
Gammaproteobacteria (filo Proteobacteria) e Actinomicetos (filo Actinobacteria)
(FIGURA 3). No ceco (FIGURA 4) houve maior diversidade de classes de bactérias
com variados indices percentuais de Gammaproteobacteria (filo Proteobacteria),
Clostridia e Erysipelotrichia (filo Firmicutes) e Bacteroidia (filo Bacteroides). Entre as
classes identificadas, dietas e independentemente do desafio, observou-se menor
prevaléncia da classe Bacilli no intestino das aves que receberam dieta isenta de
probiotico (Figura 3). No ceco, o desafio sanitario diminuiu a ocorréncia das classes

Clostridia e Bacilli e aumentou a frequéncia da Bacteroidia (FIGURA 4).



FIGURA 1 - FILO-FREQUENCIA (%) DE 16S RDNA BACTERIANO ISOLADO NO INTESTINO
DELGADO DE FRANGOS DE CORTE AOS 21 DIAS DE IDADE SUPLEMENTADOS
COM DIFERENTES FORMAS DE ADMINISTRAGAO DE PROBIOTICO E SUBMETIDOS
A UM DESAFIO SANITARIO.
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FONTE: A Autora (2017).

FIGURA 2 - FILO-FREQUENCIA (%) DE 16S RDNA BACTERIANO ISOLADO NO CECO DE
FRANGOS DE CORTE AOS 21 DIAS DE IDADE SUPLEMENTADOS COM
DIFERENTES FORMAS DE ADMINISTRAGAO DE PROBIOTICO E SUBMETIDOS A
UM DESAFIO SANITARIO
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FIGURA 3 - CLASSE-FREQUENCIA (%) DE 16S RDNA BACTERIANO ISOLADO NO INTESTINO
DELGADO DE FRANGOS DE CORTE AOS 21 DIAS DE IDADE SUPLEMENTADOS
COM DIFERENTES FORMAS DE ADMINISTRAGCAO DE PROBIOTICO E SUBMETIDOS
A UM DESAFIO SANITARIO
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FIGURA 4 - CLASSE-FREQUENCIA (%) DE 16S RDNA BACTERIANO ISOLADO NO CECO DE
FRANGOS DE CORTE AOS 21 DIAS DE IDADE SUPLEMENTADOS COM
DIFERENTES FORMAS DE ADMINISTRAGAO DE PROBIOTICO E SUBMETIDOS A
UM DESAFIO SANITARIO
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Dentro da classe Clostridia, a ordem Clostridiale foi a unica identificada no
ileo a com maior frequéncia registrada para a dieta isenta de probidtico. Da classe
Bacilli forma identificadas as ordens Lactobacilates, que se revelou menor para o
tratamento controle, e Bacilates. Além dessas, observou-se presenca das ordens
Enterobacteriales (Classe Gammaproteobacteria) e Actinomycetales (Classe
Actinobacteria) (FIGURA 5).

Na classe Gammaproteobacteria se encontram bactérias pertencentes a
ordem Enterobacteriales que, conforme Hernandez-Arranz (2015), desempenham
papel importante associado ao funcionamento do intestino animal na fixacdo de
nitrogénio, desintoxicagdo e defesa contra patégenos. Por outro lado, dentro desse
filo, classe e ordem ha presenca de variantes de Escherichia coli comensais da
microbiota intestinal, mas que podem produzir moléculas para favorecer a adesao as
células da mucosa, mas, também, acabam favorecendo a adesdo da Escherichia
coli enteropatogénica (MACARI et al., 2014).

FIGURA 5 - ORDEM-FREQUENCIA (%) DE 16S RDNA BACTERIANO ISOLADO NO INTESTINO
DELGADO DE FRANGOS DE CORTE AOS 21 DIAS DE IDADE SUPLEMENTADOS
COM DIFERENTES FORMAS DE ADMINISTRAGAO DE PROBIOTICO E SUBMETIDOS
A UM DESAFIO SANITARIO
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* Enterobacteriales 0,29 0,27 0,00 0,39 0,37 2,30 3,60 0,28
# Clostridiales 11,68 0,93 1,27 2,89 2,44 1,34 0,00 0,00
~ Bacillales 0,00 0,00 0,27 0,00 0,00 0,27 0,00 0,00
7 Actinomycetales 0,00 0,00 0,29 0,00 0,73 1,16 0,41 0,27

FONTE: A Autora (2017).

No ceco (FIGURA 6

ordens Lactobacillates, da classe Bacilli e Clostridiales, da classe Clostridia,

~—

, como ja relatado para as classes identificadas, as

diminuiram a frequéncia quando as aves forma submetidas ao desafio sanitario.
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FIGURA 6 - ORDEM-FREQUENCIA (%) DE 16S RDNA BACTERIANO ISOLADO NO CECO DE
FRANGOS DE CORTE AOS 21 DIAS DE IDADE SUPLEMENTADOS COM
DIFERENTES FORMAS DE ADMINISTRAGAO DE PROBIOTICO E SUBMETIDOS A
UM DESAFIO SANITARIO

100% .

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

Ordem - frequéncia 16s rDNA bacteriano
isolado no ceco

0%

Pr_obi(’)tioo Probi(’)tico Probi()ti~co Control_e + F’i;ogglio V?;O:A?gfi rl:;rc;la)g)étloci

in ovo via spray na ragéao Desafio Desafio Desafio Desafio

# Lactobacillales 54,92 49,55 51,71 64,61 46,00 45,84 32,02 33,74
- Erysipelotrichales 4,68 4,31 3,54 4,10 3,65 1,63 5,02 2,32
> Enterobavteriales 0,28 9,05 0,32 0,71 0,00 0,00 1,62 0,00
# Clostridiales 32,40 30,68 41,83 29,36 23,36 15,33 19,11 10,92
= Campylobacterales 0,00 0,00 0,00 0,00 2,08 0,00 0,00 0,00
+ Bacteroidales 7,37 5,78 2,64 1,23 24,54 36,23 41,10 53,02

FONTE: A Autora (2017).

As familias identificadas no intestino delgado foram: Streptococcaceae,
Lactobacillaceae, Enterococaceae e Aerococcaceae, da ordem Lactobacilates, a
Clostridiaceae da ordem Clostridiales, a Corynebacteriaceae da ordem
Actinobacteria e a familia Enterobacteriaceae da ordem Enterobacteriodales. Para o
tratamento dieta controle, destaca-se menor frequéncia da familia Lactobacillaceae e
maior frequéncia para a Clostridiales (FIGURA 7)

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 comparacao ao intestino. Também identificaram-se as familias
Rikenellaceae e Bacteriaceae da ordem Enterobacteriodales. Quando submetidas
ao desafio, as aves apresentaram menor ocorréncia das familias Streptococaceae e
Ruminococcaceae e aumento da frequéncia para a Rikenellaceae, principalmente

para as dietas acrescidas de probiético (FIGURA 8).
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FIGURA 7 - FAMILIA-FREQUENCIA (%) DE 16S RDNA BACTERIANO ISOLADO NO INTESTINO
DELGADO DE FRANGOS DE CORTE AOS 21 DIAS DE IDADE SUPLEMENTADOS
COM DIFERENTES FORMAS DE ADMINISTRAGCAO DE PROBIOTICO E SUBMETIDOS
A UM DESAFIO SANITARIO

100% :
oo
§2 90%
s 2
5 é 80%
©
2 o 70%
Q
Z2 0 o
Q cl> 60%
€% 50%
()
T o 40%
8 o
o] 30%
g3
- 0,
g_s 20%
w2 10%
© O
£8 0% —_— Probidti Probidti Probioti
59 Controle | Probidtico | Probistico | Probitico | Controle + i;"olf;'io Viaros;?a';‘i n;?ag’é'ﬁ
w .2 . . ~
in ovo via spray na ragéo Desafio Desafio Desafio Desafio
+ Streptococcacea 2,38 3,59 10,35 9,01 16,34 8,72 10,13 12,09
H Lactobacillaceae 85,66 95,22 85,99 87,72 79,13 82,62 83,86 86,42
~ Enterococcaceae 0,00 0,00 0,00 0,00 0,44 2,39 1,63 0,94
= Enterobacteriaceae 0,29 0,27 0,46 0,39 0,37 2,30 3,60 0,28
« Corynebacteriaceae 0,00 0,00 0,29 0,00 0,73 1,16 0,41 0,27
Clostridiaceae 11,68 0,93 0,00 2,89 2,44 1,34 0,00 0,00
B Aerococcaceae 0,00 0,00 1,37 0,00 0,56 1,20 0,38 0,00

FONTE: A Autora (2017).

FIGURA 8 - FAMILIA-FREQUENCIA (%) DE 16S RDNA BACTERIANO ISOLADO NO CECO DE
FRANGOS DE CORTE AOS 21 DIAS DE IDADE SUPLEMENTADOS COM
DIFERENTES FORMAS DE ADMINISTRAGAO DE PROBIOTICO E SUBMETIDOS A
UM DESAFIO SANITARIO
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= Rikenellaceae 3,99 0,35 2,64 1,23 6,68 4,44 18,09 9,55
% Lactobacillaceae 30,53 30,16 35,90 43,51 34,52 34,26 25,93 25,01
=Lachnospiraceae 5,38 11,21 6,18 10,41 5,54 6,50 3,30 2,14
= Clostridiaceae 3,65 5,22 10,23 6,26 4,79 1,29 2,81 0,29
u Bacteroiceae 3,37 5,43 0,00 0,00 17,86 31,79 23,01 43,47

FONTE: A Autora (2017).
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Em relacdo a classificacdo filogenética género, no intestino delgado
(FIGURA 9), houve maior prevaléncia dos géneros pertencentes a ordem
Lactobacilales, cuja identificacdo das familias aparece na FIGURA 7. O género
Streptococcus foi mais frequente entre as aves desafiadas do que naquelas
mantidas sob condi¢cdes sanitarias adequadas, especialmente em relacdo ao
tratamento controle, ou seja, isento de probidtico. Destaca-se também maior
ocorréncia do género Clostridium no tratamento controle e aumento do género
Escherichia nas aves que receberam o probiético em dose uUnica no incubatdrio,
administracao in ovo, e desafiadas durante os 21 dias de vida.

O género Clostridium é um grupo bastante heterogéneo composto por
bactérias Gram-positivas anaerobicas, formadoras de esporos (PAREDES et al.,
2005). A espécie Clostridium perfringens é o patégeno mais importante deste género
para aves por ser responsavel pela enterite necrética, resultando em prejuizos
econémicos a avicultura industrial (TIMBERMONT et al., 2011). Entretanto, no
presente estudo nao foi detectada espécies de Clostridium presente no tratamento

controle.

FIGURA 9 - GENERO-FREQUENCIA (%) DE 16S RDNA BACTERIANO ISOLADO NO INTESTINO
DELGADO DE FRANGOS DE CORTE AOS 21 DIAS DE IDADE SUPLEMENTADOS
COM DIFERENTES FORMAS DE ADMINISTRAGAO DE PROBIOTICO E SUBMETIDOS
A UM DESAFIO SANITARIO
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c Probistico in | Probistico | Probictico | Controle + | robioticoin | Probictico | Probidtico

ontrole ovo via spray na ragao Desafio ovo * via spray + | naragao +
Desafio Desafio Desafio

B Streptococcus 2,38 3,30 8,43 8,68 15,99 7,42 9,38 10,95

* Lactococcus 0,00 0,28 1,93 0,33 0,36 1,31 0,76 1,14

# Lactobacillus 85,66 95,22 85,99 87,72 79,38 82,62 83,86 86,42

= Echerichia 0,29 0,27 0,00 0,39 0,37 2,30 2,96 0,28

-iEnterococcus 0,00 0,00 0,46 0,00 0,44 2,39 1,63 0,94

~ Corynebacterium 0,00 0,00 0,29 0,00 0,00 1,16 0,41 0,27

+ Clostridium 11,68 0,93 0,00 2,89 3,16 1,34 0,00 0,00

FONTE: A Autora (2017

~
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Para o ceco (FIGURA 10), observou-se ocorréncia de maior frequéncia dos
géneros Alistipes e Bacterioides, ordem Enterobacteriodales, no ceco das aves
desafiadas em relagdo as ndo desafiadas. Bactérias do género Bacterioides séo
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 episodios de enterite, uma
vez que competem pela utilizagdo da mucina (PAN e YU, 2014).

Ja a frequéncia dos géneros Butyricicocus e Subdoligranulum da ordem
Clostridiaceae decaiu quando as aves foram desafiadas. A ocorréncia do género
Streptococcus da ordem Lactobacilates também diminuiu quando as aves foram
mantidas em desafio sanitario, enquanto que a frequéncia do género Lactobacillus,
pertencente a essa mesma ordem, foi variavel, com maior variagdo entre as aves
desafiadas ou ndo que receberam o probidtico na ragdo. Outro género da ordem
Lactobacilates (familia Enterococcaceae), o género Escherichia foi identificado, mas
com baixa frequéncia, com exceg¢ao ao tratamento com probidtico in ovo em
condigbes sanitarias adequadas. O género Blautia, da familia Lachospospiraceae

ocorreu com frequéncia variavel entre os tratamentos (FIGURA 10).

FIGURA 10 - GENERO-FREQUENCIA (%) DE 16S RDNA BACTERIANO ISOLADO NO CECO DE
FRANGOS DE CORTE AOS 21 DIAS DE IDADE SUPLEMENTADOS COM
DIFERENTES FORMAS DE ADMINISTRAGAO DE PROBIOTICO E SUBMETIDOS A
UM DESAFIO SANITARIO
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c Probidtico in | Probidtico Probiético Controle + Probidtico in Erobiético Probié~tico
ontrole ovo via spray naracéo Desafio ovo + via spray + | naragao +
Desafio Desafio Desafio
# Subdiligranulum 20,07 11,63 19,06 11,76 12,20 6,47 9,80 6,08
H Streptococcus 24,39 19,39 15,78 21,09 11,48 11,58 5,72 8,73
# Lactobacillus 30,53 30,16 35,90 43,51 34,52 34,26 25,93 25,01
= Echerichia 0,28 8,65 0,32 0,71 0,00 0,00 1,62 0,00
 Butyricicocus 2,32 4,75 9,32 5,60 4,79 1,29 2,81 0,29
- Blautia 3,32 6,87 3,84 8,66 3,48 5,04 2,19 1,64
2 Bacteroides 3,37 5,43 0,00 0,00 17,86 31,79 23,01 43,47
= Alistipes 3,99 0,35 2,64 1,23 6,68 4,44 18,09 9,55

FONTE: A Autora (2017).
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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
(6,5%) e a microbiota dos cecos composta de Clostridiaceae (65%), Fusobacterium
(14%), Lactobacillus (8%), Bacteroides (5%) e outros.

No intestino delgado (FIGURA 11), identificaram-se sete espécies
prevalentes, a saber: Streptococcus Iutetiensis, S. infantarius, Lactobacillus

salivarius, L. helveticus, L.aviarius, Escherichia coli e Clostridium ruminatum.

FIGURA 11 - ESPECIE-FREQUENCIA (%) DE 16S RDNA BACTERIANO ISOLADO NO INTESTINO
DELGADO DE FRANGOS DE CORTE AOS 21 DIAS DE IDADE SUPLEMENTADOS
COM DIFERENTES FORMAS DE ADMINISTRACAO DE PROBIOTICO E SUBMETIDOS
A UM DESAFIO SANITARIO
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Controle Probidtico in Propidtico via F'robiotlco na Controle + Frobidtico in Probidtico via Prguolico na
oo spray racao Desafio ovo + Desafio | spray + Desafio |racdo + Desafio
=Streptococcus lutetiensis 311 3,60 328 445 0,27 1,60 314 299
# Streptococcus infantarius 5,68 7,35 414 11,54 211 1,81 529 5,68
~Lactobacilus salivarius 28,23 40,07 4572 2424 37,39 38,62 40,68 60,94
= actobacilus helveticus 39,98 6,57 18,56 21,02 25,21 7,50 4,28 5,37
alactobacilus aviarius 15,64 39,78 18,34 33,86 23,06 49,10 41,03 21,41
mEscherichia coli 2,96 0,28 2,30 037 0,29 0,27 0,00 0,39
~ Clostridium ruminantium 0,00 0,00 1,34 244 11,68 0,93 0,00 2,89

FONTE: A Autora (2017).

No ceco das aves (FIGURA 12) foram identificadas as principais espécies
que foram Subdoligranulum variable, Streptococcus infantarius, Lactobacillus
helveticus, L. aviarius, Bacteroides fragilis, B. dorei e Alistipes onderdonki.

Em aves com microbiota estabelecida, fato esse que deve ocorrer até o 21°
dia de vida do animal, a presencga de Lactobacillus salivarius predomina no intestino
delgado, ingluvio, cloaca e cecos, apresentando fung¢des benéficas contra bactérias
patogénicas (ANDREATTI FILHO e SAMPAIO, 1999). Entretanto, no presente

experimento, foi detectada maior frequéncia de L. salivarius apenas no intestino



75

delgado, segmento ileo, das aves do grupo desafiado que foi suplementado com o

probiotico a base de Bacillus subtilis na ragéo.

FIGURA 12 - ESPECIE-FREQUENCIA (%) DE 16S RDNA BACTERIANO ISOLADO NO CECO DE
FRANGOS DE CORTE AOS 21 DIAS DE IDADE SUPLEMENTADOS COM
DIFERENTES FORMAS DE ADMINISTRAGAO DE PROBIOTICO E SUBMETIDOS A
UM DESAFIO SANITARIO
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Controle Pr‘obiético Probiético Probic’)tiﬁco Controlg + in OVO + via spray + | na ragéo +

in ovo via spray na ragao Desafio Desafio Desafio Desafio
i Subdoligranulum variabile 9,80 6,08 6,47 12,20 20,07 11,63 19,06 11,76
& Streptococcus infantarius 4,26 6,10 8,10 10,29 16,96 10,56 10,84 13,66
-~ Lactobacillus helveticus 17,27 14,13 27,05 25,86 8,81 18,27 13,15 31,60
m | actobacillus aviarius 1,24 4,98 2,07 4,28 10,68 4,33 14,78 5,81
-~ Bacteroides fragilis 22,41 22,65 9,44 5,21 1,89 1,26 0,00 0,00
= Bacteroides dorei 0,61 12,65 20,54 0,00 0,00 4,16 0,00 0,00
«+ Alistipes onderdonkii 17,61 0,00 4,12 6,68 3,40 0,00 0,00 0,00

FONTE: A Autora (2017).

Nos grupos controle e tratamento a base de probidtico in ovo e sem desafio
sanitario foram encontradas as maiores frequéncias da espécie Bacteroides fragilis,
22,40 e 22,65%, respectivamente. Quando esses grupos de aves foram submetidos
ao desafio, apesar da menor ocorréncia, ainda foram registradas 5,21 e 1,88% de
frequéncia, ao passo que para os demais grupos que receberam o probidtico, essa
espécie nao foi detectada. Segundo Fernandez-Canigia et al. (2012), as espécies de
Bacteroides fragilis sdo as mais frequentemente isoladas em infec¢des clinicas que
envolvem seres humanos. Além disso, essas espécies mostram-se resistentes as
associacodes de antibidticos e com mecanismo de resisténcia ainda desconhecido.

Por outro lado, estudos indicam que ha acao benéfica da populagdo de
Bacteroides fragilis no intestino animal porque esse bacilo atua como regulador
natural do Clostridium perfringens, agindo diretamente sobre as células vegetativas
e a produgéo de esporos. Wrigley (2004) explica que a agdo benéfica da espécie de
Bacteroides fragilis no intestino animal sobre as espécies patogénicas de Clostridium

perfringens deve-se a agao do acido isobutirico, produzido durante seu metabolismo.
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Ja, o Lactobacillus helveticus, a espécie de maior frequéncia detectada no
ileo e no ceco, € uma bactéria produtora de acido latico, portanto relacionada com a
saude intestinal (GONG et al., 2007). As aves desafiadas do grupo controle, sem o
probidtico, apresentaram a menor frequéncia do Lactobacillus helveticus no ceco
quando nao desafiadas. Contudo, no intestino tanto de aves desafiadas ou ndo, a
presenca do Lactobacillus helveticus ocorreu em maior frequéncia no grupo controle.
Esse resultado pode ser atribuido ao fato dessa bactéria estar diretamente
relacionada com a inibigdo do Bacillus subtilis (PAN e YU, 2014), probiético utilizado
no presente estudo.

A prevaléncia bacteriana de Lactobacillus, segundo Andreatti-Filho (2007),
tem funcado benéfica no auxilio a imunidade das aves pelo estimulo a secrecéao de
imunoglobulina IgA intestinal. No hospedeiro, conforme Barros et al. (2009), ao
secretarem lactato, acetato, succinato e etanol, as bactérias desse género auxiliam
na proliferacao de outras como Veillonella sp., Bacillus sp., Bifidiobacteriuim sp.,
Bacteriodes sp, as quais, por sua vez, sintetizam acidos graxos de cadeia curta
(PAN e YU, 2014). Além disso, os Lactobacillus no intestino dos frangos diminuem a
concentragdo de oxigénio, reduzem o pH e se aderem a mucosa intestinal, o que
limita a possibilidade de multiplicagdo de bactérias patogénicas como Escherichia
coli, Salmonella e Campylobacter (ITO, MIYAJl e OKABAYASHI, 2007)

A espécie Subdoligranulum variabile constitui fracdo relevante na
composi¢cado da comunidade bacteriana cecal em frangos de corte. Lund et al. (2010)
e Wang, Lilburn e Yu (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 maior frequéncia de
Subdoligranulum variabile no grupo desafiado devido ao baixo potencial sanitario da
cama de alojamento dos frangos controle e dos que receberam probidtico via spray.
Algumas espécies do género Subdoligranulum sao produtoras de butirato, que é
anti-inflamatério natural presente no intestino das aves. A maior presenca desse
género no ceco dos frangos submetidos ao baixo potencial sanitario sugere ser um
mecanismo natural utilizado para induzir resposta inflamatéria a agao de patégenos.

Torok et al. (2011) identificou grupos de bactérias potencialmente
associadas ao desempenho produtivo de frangos de corte e em correlagdo com a
manipulacéo de ingredientes das dietas, condigdes ambientais, incluindo o potencial

sanitario da cama de alojamento.
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Nesse mesmo sentido, Wang, Lilburn e Yu (2016) investigaram a populagao
bacteriana intestinal em frangos de corte submetidos ao desafio sanitario com
reutilizacdo da cama do aviario. Os pesquisadores observaram que a populagcido da
microbiota presente na mucosa ileal e cecal dos frangos e nas amostras da cama de
alojamento diferia percentualmente. A composi¢cdo 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
composicao da populagcdo bacteriana encontrada pelos pesquisadores € muito
semelhante a observada no presente experimento, especialmente entre os frangos
do grupo desafiado.

Molnar et al. (2011) relataram que a suplementagao dietética com probiotico
a base de esporos de Bacillus subtilis diminuiu significativamente a populagcao de
Escherichia coli no ileo de frangos de corte, evitando assim quadros clinicos de
enterites. 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 combinagcdes 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 utilizagao dos alimentos.

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

das aves e reduzir a incidéncia de doengas.
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4 CONCLUSAO

A utilizagdo de probiotico contendo Bacillus subtilis de forma continua na
racao resultou no maior equilibrio da microbiota intestinal e do ceco em relacao as
demais formas de aplicagao.

O desafio sanitario alterou a diversidade e a frequéncia das bactérias que
compdem a microbiota do ceco de forma mais evidente que a intestinal. Essa
alteracado € indicativo de estreita relagdo existente entre a microbiota intestinal dos

frangos com a microbiota da cama de alojamento.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O uso de antibiéticos promotores do crescimento na avicultura trouxe
beneficios inquestionaveis, como prevencao e controle das infecgdes entéricas,
producdo de alimentos mais seguros, maior bem-estar animal, maior eficiéncia de
producdo e menor custo de produgdo. Entretanto, em todo o mundo, o
comportamento do consumidor esta passando por uma série de mudangas. O
processo de globalizagao acelera o fluxo de informacbes entre as pessoas de
diferentes paises, permitindo que informagbes sobre os habitos alimentares e
preferéncias do consumidor se espalhem rapidamente. Essa troca de informacgdes
traz questionamentos relacionados ao bem-estar animal, se as aves ingerem
promotores de crescimento ou ndo, entre outras preocupagdes como a inocuidade e
segurancga alimentar.

Estabilidade econbmica e niveis maiores de renda permitem que os
consumidores escolham qual alimento comprar, que qualidades preferem e quais
influéncias de compra desejam satisfazer.

Essa crescente busca por uma alimentacdo equilibrada na manutencéo da
saude tem colaborado para incentivar pesquisas de novos componentes naturais
biologicamente ativos e tem mudado o entendimento do papel da dieta sobre a
saude dos animais de producéo.

O uso de bactérias probidticas constitui uma alternativa tecnoldgica que
atende as exigéncias do consumidor atual, uma vez que n&do deixam residuos na
carne e nao favorecem resisténcia as drogas. Os probidticos sao aditivos
constituidos por microrganismos vivos que trazem beneficio a saude intestinal
através da modulagdo da microbiota, competicdo com a microbiota patogénica por
nutrientes, locais de adesao no epitélio intestinal e sintese de metabdlitos que criam
resisténcia ao crescimento de organismos patogénicos e por isso podem manter os
mesmos indices de produtividade alcangados com a utilizacdo de antimicrobianos.

Além da escolha da ou do mix de bactérias que podem compor um
probidtico, a forma de administracdo favorece a geracao de resultados diferentes. A
colonizacgao intencional da microbiota com bactérias probiéticas pode ser feita ainda

no incubatdrio para evitar a colonizagao inicial da microbiota entérica dos pintos no
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pos-eclosdo por microrganismos patogénicos da cama de alojamento e do ambiente
dos aviarios comerciais.

No presente trabalho, foram testadas duas formas de inoculagdo de
probidtico contendo Bacillus subtilis ainda no incubatorio, antes da eclosao, in ovo, e
no pos-eclosdo, por spray. Outra forma avaliada foi a inclusdo na ragdo das aves
durante todo o periodo experimental. As diferentes formas de aplicacdo de probidtico
alteraram principalmente a morfometria do duodeno e mostraram relagdo com os
resultados obtidos para o desempenho produtivo, indicando que o uso continuo do
probiético alvo na racao pode ser necessario frente aos desafios sanitarios de uma
criagdo comercial de frangos.

Além disso, observou-se que a utilizacdo de probidtico contendo Bacillus
subtilis de forma continua na ragao resultou no maior equilibrio da microbiota
intestinal e do ceco em relagdo as demais formas de aplicagdo do produto.
Adicionalmente, comprovou-se que a diversidade e a frequéncia das bactérias
encontradas principalmente no ceco das aves indicam estreita relagdo existente
entre a microbiota intestinal dos frangos com a microbiota da cama. Portanto, a
inclusado de probidticos € uma alternativa viavel e pode ser utilizada em ampla escala
produtiva, desde que associada as praticas de manejo e nutricdo adequadas.

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 utilizagcado dos alimentos.

A microbiota do intestino é atualmente reconhecida como um componente
essencial do ecossistema intestinal e é referida como um “6rgédo esquecido’.
Portanto, a manipulagdo da microbiota intestinal por meio de intervengdes dietéticas
e gerenciais deve ser utilizada para melhorar o desempenho produtivo das aves e

reduzir a incidéncia de doengas entéricas.
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