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PROBIOTICO COMO ALTERNATIVA A ANTIBIOTICO PARA FRANGOS DE
CORTE DESAFIADOS COM SALMONELLA HEIDELBERG

Resumo - O objetivo do trabalho foi avaliar o uso de probidtico na cama e nas racdes de frangos
de corte desafiados com Salmonella Heidelberg (SH) sobre o desempenho, rendimento de
carcaca e cortes, peso relativo do figado e gordura, pardmetros bioquimicos do sangue,
morfometria intestinal, contaminacdo cecal por SH e qualidade de cama. Para tanto, foram
utilizados 640 pintos de corte, machos, de um dia de idade, distribuidos em um delineamento
inteiramente casualizado com cinco tratamentos, oito repeticdes e 16 aves por unidade
experimental (UE). Os tratamentos consistiram em: controle negativo (CN — ragdo basal sem
enramicina e salinomicina); controle positivo (CP — racdo basal com uso de enramicina e
salinomicina); tratamento 3, composto da ragdo CN mais inclusdo de 1 kg ton™* de probidtico
na racio; tratamento 4, composto da racio CN mais aplicacdo de 20 g m de probidtico na
cama; e tratamento 5, composto da ragdo CN com a inclusdo de 1 kg ton™ de probidtico na
racéo e a aplicacdo de 20 g m de probidtico na cama. A aplicagio do probiético na cama foi
realizada 5 dias antes do alojamento. Aos 3 dias de idade, 4 aves por UE receberam por gavagem
uma solucéo de indculo de cultura com SH (108 UFC ave™). Foram avaliados desempenho aos
21 e 42 dias (ganho de peso, consumo de ragdo e conversdo alimentar), rendimento de carcaga
e cortes, peso relativo do figado e gordura aos 42 dias, perfil bioguimico do sangue aos 40 dias,
morfometria do jejuno aos 28 dias, contagem de Salmonella spp. no ceco aos 14 e 28 dias, e
parametros de qualidade de cama aos 28 e 40 dias (matéria seca, pH e amdnia). Os dados foram
submetidos a analise de variancia e foi utilizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade para
comparar as variaveis significativas. Os resultados da contagem de Salmonella spp néo
apresentaram distribuicdo normal, sendo entdo utilizado o teste de Kruskal-Wallis para
avaliacdo. Na fase inicial (1 a 21 dias) foi observado que as aves que receberam ragdo com
antibidtico e as que receberam probidtico na ragdo apresentaram melhores resultados (P<0,05)
de CA, assim como o tratamento que recebeu probidticos na racdo e na cama. Ao final do
periodo experimental, verificou-se um menor CMR (P<0,05) dos tratamentos com probiético
na racao e probidticos na racdo e na cama; e um melhor resultado (P<0,05) de CA para o
probidtico na racdo e na cama. A utilizacdo de probidtico ndo alterou o rendimento de carcaca
e cortes, assim como 0s parametros bioquimicos sanguineos e morfometria intestinal. O uso do
probiotico nas racfes e na cama proporcionou um melhor desempenho nas aves de 1 a 42 dias
de idade, promoveu uma melhora na qualidade de cama aos 28 dias de idade, com menor

concentracdo de amonia e menor umidade. Pode-se concluir que o probiotico melhora o



desempenho, ndo altera a morfometria intestinal, os metabolitos séricos, hepatico e renal das
aves, e melhora a qualidade da cama aos 28 dias.

Palavras-chave: cepas probidticas, promotor de crescimento, qualidade de cama, salmonelose



PROBIOTIC AS ALTERNATIVE TO ANTIBIOTIC FOR BEFORE CHICKEN
CHALLENGED WITH SALMONELLA HEIDELBERG

Abstract — The objective of this work was to evaluate the use of probiotics in the bedding and
diets of broilers challenged with Salmonella Heidelberg (SH) on performance, carcass and cuts
yield, relative liver and fat weight, blood biochemical parameters, intestinal morphometry,
cecal contamination by SH and litter quality. For that, 640 one-day-old male broiler chicks were
used, distributed in a completely randomized design with five treatments, eight replications and
16 birds per experimental unit (UE). The treatments consisted of: a positive control (CP — basal
chow with the use of enramycin and salinomycin), a negative control (CN — basal chow without
enramycin and salinomycin), a third treatment with CN chow plus inclusion of 1 kg ton™* of
probiotic in the ration, a fourth treatment with CN ration plus application of 20 g m of probiotic
in the litter and a fifth treatment with CN ration with the inclusion of 1 kg ton™ of probiotic in
the ration and the application of 20 g m™2 probiotic in bed. The application of the probiotic in
the bed was carried out 5 days before the accommodation. At 3 days of age, 4 birds per UE
received a SH culture inoculum solution (10® UFC bird™) by gavage. Performance at 21 and 42
days (weight gain, feed intake and feed conversion), carcass and cuts yield, relative liver and
fat weight at 42 days, blood biochemical profile at 40 days, jejunum morphometry at 28 days
were evaluated. days, Salmonella spp. count in the cecum at 14 and 28 days and litter quality
parameters at 28 and 40 days (dry matter, pH and ammonia). Data were submitted to analysis
of variance and Tukey's test at 5% probability was used to compare significant variables. The
results of counting Salmonella spp. showed no normal distribution, so the Kruskal-Wallis test
was used. In the initial phase (1 to 21 days) it was observed that the birds that received antibiotic
ration and those that received probiotic in the ration presented better results (P<0.05) of CA, as
well as the treatment that received probiotics in the ration and in the bed. At the end of the
experimental period, there was a lower CMR (P<0.05) of the treatments with probiotic in the
ration and probiotics in the ration and in the bedding and a better result (P<0.05) of CA for the
probiotic in the ration and into bed. The use of probiotic did not change carcass and cuts yield,
as well as blood biochemical parameters and intestinal morphometry. The use of the probiotic
in the diets and in the litter provided a better performance in birds from 1 to 42 days of age,
promoted an improvement in the quality of litter at 28 days of age, with lower ammonia
concentration and lower humidity. It can be concluded that the probiotic improves performance,
does not change intestinal morphometry, serum metabolites and hepatic and renal metabolism

of birds and improves litter quality at 28 days.



Keywords: growth promoter, litter quality, probiotic strains, salmonellosis
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor e maior exportador de carne de frango do mundo,
com produtos avicolas comercializados em mais de 150 paises. Dados da Associacdo Brasileira
de Proteina Animal (ABPA) referentes ao ano de 2021 (ABPA, 2022) registraram a producao
de 14.329 milhdes de toneladas de carne de frango, sendo exportado 32,17% do volume
produzido, totalizando 4.610 milhdes de toneladas.

Apesar da elevada produtividade, a avicultura sofre cada vez mais com problemas
biolégicos, como enfrentamento as doencgas. As aves, por exemplo, sdo hospedeiras e
reservatorios para Salmonella spp., assim produtos avicolas sao comumente utilizados em
surtos relacionados a estas bactérias (ANDINO; HANNING, 2015; ANTUNES et al., 2016).
As bactérias do género Salmonella podem sobreviver e colonizar o trato gastrointestinal (TGI)
das aves e uma vez colonizado, sdo disseminadas através das excretas, levando a contaminacao
ambiental, transmissdo do patégeno e contaminacdo cruzada das carcacas durante o
processamento das aves (FOLEY etal., 2011; ANTUNES et al., 2016).

A Salmonella Heidelberg ¢ um dos sorogrupos emergentes no Brasil, 0 que causa
preocupacao ao setor avicola, visto que o microrganismo patogénico é multirresistente, além de
carregar determinantes moleculares de resisténcia aos antibioticos pertencentes a classe f-
lactamicos (BERTANI, 2020; VOSS-RECH et al., 2019). Os antibio6ticos tém sido amplamente
utilizados, ndo apenas no tratamento e prevencdo de doencas, mas também para melhorar o
crescimento e a produtividade dos animais (HUYGHEBAERT et al.,, 2011). O uso de
antibidticos, como moduladores de crescimento, na producdo animal impulsionou a producéo
avicola a bater recordes de producdo e sua utilizacdo na producdo animal iniciou ha mais de 70
anos, quando o uso da clorotetraciclina demonstrou melhorar a sadde dos pintainhos no
alojamento, bem como durante a fase de crescimento (PULICHARLA et al., 2018).

A preocupagdo com 0 aumento na resisténcia bacteriana levou a Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) a sugerir restricdes de moduladores de crescimento como o0s antibioticos
(AGPs) na producdo animal. Com isso, desde 2006, alguns paises europeus proibiram a
comercializacdo e o uso de AGPs em ragdes para a alimentacdo animal (DIARRA; MALOUIN,
2014). A partir de 2005, os Estados Unidos proibiram o uso de antimicrobianos como as
fluroguinolonas para aves, o0 que reduziu o numero de infecgcdes por Campylobacter resistentes
em humanos. Essa eliminagdo progressiva dos AGPs aumentou a pressdo da inddstria avicola
em busca de alternativas viaveis que possam melhorar 0 mecanismo de defesa natural desses

animais e reduzir a entrada de patdégenos no ambiente de producao.
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Essa restri¢do se deve a preocupacdo mundial sobre o desenvolvimento de resisténcia
antimicrobiana e devido a transferéncia de genes de resisténcia oriundos da microbiota animal
para 0s humanos, se tornando uma preocupacao de saude publica (MAPA, 2009; EUROPEAN
PARLIAMENT AND THE COUNCIL OF THE EUROPEAN UNION, 2003; GAGGIA et al.,
2010). Neste contexto, tem aumentado a busca por alternativas que possam substituir os
antibidticos, como moduladores de crescimento, na produgdo animal.

Nesse sentido, 0 uso de microrganismos ndo patogénicos, como 0s probidticos, tem tido
atencdo elevada, se devendo a capacidade de melhorar o equilibrio microbiano intestinal e a
defesa natural dos animais contra as bactérias patogénicas (NEWAJ-FYZUL et al., 2014;
OHASHI; USHIDA, 2009).

Probidticos sdo definidos como microrganismos vivos que, quando administrados em
guantidades adequadas, conferem beneficios a satde do animal. Quando utilizados como
aditivo alimentar, esses microrganismos estdo associados a manutencdo de uma microbiota
intestinal equilibrada, aumentando a resisténcia a bactérias patogénicas e melhorando a
imunidade do hospedeiro (BELKAID; HAND, 2014). Tais beneficios pelas cepas probioticas
podem ser decorrentes de sua capacidade de produzir acidos graxos e acidos organicos, além
da sintese de compostos como vitaminas e biomoléculas antimicrobianas como as
bacteriocinas, também denominadas de substancia inibidora do tipo bacteriocina (BLIS),
atuantes, especificamente, contra certos patdgenos ou na atividade de certas enzimas (YANG
etal., 2014).

Desta forma, estudos envolvendo o uso de probidticos sdo necessarios, sendo realizados
com o intuito de substituir os promotores de crescimento melhorando ou ndo o desempenho do
animal. Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar o uso de probidtico em
substituicdo ao antibidtico nas racfes e o efeito do probidtico na cama de frangos de corte
desafiados com SH e seus efeitos no desempenho, rendimento de carcaca e cortes, qualidade de
cama, parametros bioquimicos do sangue, morfometria intestinal, peso relativo de 6rgéos,

contaminag&o cecal e da cama por SH.



2. REVISAO

2.1 Avicultura

Nas Ultimas décadas o desenvolvimento da avicultura de corte tem sido intenso e isso
esta relacionado ao melhoramento genético, a nutricdo, ao manejo, a ambiéncia e a sanidade;
que proporciona alta produtividade com menor custo de producdo. Segundo a Associacdo
Brasileira de Proteina Animal, a producdo brasileira de carne de frango devera crescer cerca de
4,0% em 2022, podendo chegar a 14,9 milhGes de toneladas. Quanto as exportacdes, as
expectativas de crescimento séo de 5,0% (ABPA, 2022).

Com a elevacdo na producdo de proteina avicola, ha aumento na preocupacdo da
qualidade sanitaria desta, pois as doencas causadas por alimentos contaminados tém aumentado
nos ultimos anos. Uma das principais doencas é a salmonelose, uma enfermidade causada por
bactérias do género Salmonella, sendo considerada uma das zoonoses que mais afetam a salude
publica mundial. A presenca de Salmonella em produtos avicolas se torna um empecilho ao
comércio internacional de alimentos (BACK; ISHIZUKA, 2010).

O uso de aditivos na producdo avicola é pratica rotineira, que visa melhorar o
desempenho dos animais, assim como garantir maior qualidade sanitaria (BARROS et al.,
2012). Neste sentido, o antibidtico € o aditivo mais comum para utilizacdo, isso por ser
facilmente adquirido, apresentar baixo custo e excelente resposta no animal. Eles sdo
constituidos por antibacterianos, que fornecidos em doses subterapéuticas, melhoram a
produtividade e a sanidade dos animais (LORENCON et al., 2007).

O uso desses antibidticos como Unica forma de controle sanitario na nutri¢cdo das aves
tem preocupado pesquisadores e a populagdo, principalmente com relacdo ao aumento na
resisténcia bacteriana em humanos que consomem produtos avicolas. Esta preocupagéo levou
a Organizacdo Mundial da Saude a sugerir a reducdo ou ndo utilizacdo de antibioticos na
producdo de aves, sendo esta recomendacdo acatada por diversos paises, principalmente na
Unido Europeia (DIARRA; MALOUIN, 2014). A restricdo fez com que se aumentasse a
procura por alternativas viaveis de substitui¢cdo aos antibidticos que possam melhorar a satde
dos animais sem prejudicar a produtividade deles.

Uma alternativa que tem demonstrado resultados promissores é o uso de probidticos,
gue possuem a capacidade de melhorar o equilibrio microbiano intestinal e a defesa natural do
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animal contra as bactérias patogénicas sem prejudicar o desempenho das aves (NEWAJ-
FYZUL etal., 2014; OHASHI; USHIDA, 2009).

2.2 Salmonella

O género Salmonella foi inicialmente caracterizado em 1985 (TORTORA et al., 2015).
Pertencente a familia Enterobacteriaceae (ZERO; RODRIGUES, 2017), sdo bacilos que néo
formam esporos e possuem flagelos na sua maioria (exceto os sorotipos Pullorum e Gallinarum)
(ALTERTHUM, 2015). Sdo gram negativos, anaerobios facultativos, fermentam a glicose e
outros agUcares e descarboxilam aminoacidos, como a lisina. A caracterizacdo do género e
diferenciacdo de alguns biotipos podem ser realizadas por reac¢6es bioquimicas (TERZOLO et
al., 2011).

Existem mais de 2500 sorotipos de Salmonella, os quais podem ser diferenciados com
base nos antigenos somaticos (O), capsulares (Vi) e flagelares (H) (DE JONG et al., 2012;
KURTZ et al., 2017). As infeccdes causadas por Salmonella nas aves podem ser agudas e
crénicas, podendo ser classificadas em trés enfermidades: pulorose, causada por S. Pullorum,
tifo aviario, causado por S. Gallinarum e infec¢des paratificas, que geram um grande prejuizo
econémico na producdo (DOS SANTOS et al., 2015).

A S. Typhimurium e S. Enteritidis podem vir a colonizar o trato gastrointestinal. Nao se
tem sinais clinicos nas aves, mas a Salmonella persiste no intestino, invade a corrente sanguinea
e chega a diferentes 6rgaos, podendo ocasionar uma possivel contaminacao de carcacas € 0vVos
(REVOLLEDO; FERREIRA, 2012).

2.3 Salmonella Heidelberg

A Salmonella Heidelberg (SH) é um sorotipo pertencente a subespécie Salmonella
enterica enterica, sorogrupo B (CURY, 2013). Esta entre as cinco principais salmonelas
associadas a infeccdes em humanos e uma das mais encontradas em galinhas, perus e suinos
(FOLEY; LYNNE, 2008).

A SH é relatada, desde 1962 no Brasil, em aves e produtos de origem avicola (BORSOI
et al., 2011), sendo o 2° sorotipo que mais causa infec¢cdes em humanos (DAS NEVES et al.,
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2020). Segundo Perin et al. (2020), no estado do Parana os principais sorovares encontrados
sdo Typhimurium e Heidelberg.

Em trabalho realizado por Dickel (2018), em que a SH foi isolada em trés abatedouros
no Sul do Brasil, antes e depois do chiller, verificou-se, respectivamente, 31,7% e 20% de
positividade, sendo 63,9% dos casos por contaminacdo por SH. Moraes (2014), avaliando
enteropatdgenos em todo o processo de producdo avicola, observou resultados positivos para
Salmonella spp. em todas as amostras estudadas, o0 que demonstra a importancia de se combater
essa bactéria nas producdes avicolas. A SH também € considerada uma das mais invasivas,
causando problemas com maior gravidade quando comparada aos demais sorotipos (DUTIL et
al., 2010).

Segundo Borsoi et al. (2011), as alteracdes na mucosa intestinal causadas por SH séo
semelhantes a S. Enteritidis, visto que pintos de corte desafiados com ambos 0s sorotipos
permaneceram excretando bactérias por mais de 20 dias. As aves infectadas com SH, contudo,
excretaram menor quantidade de bactérias que aves desafiadas por S. Enteritidis. Ainda, em
analises histoldgicas intestinais realizadas pelos autores, se verificou que os grupos infectados
apresentaram a relacdo altura de vilosidade:profundidade de cripta menor se comparada ao
grupo controle.

O aumento da resisténcia de Salmonella Heidelberg se tornou preocupante para a
evolugdo da resisténcia bacteriana aos produtos utilizados para seu controle, como
antimicrobianos e sanitizantes que sdo comumente usados na producéo avicola (COLLA et al.,
2012). Em trabalho realizado por Reis et al. (2020), a Salmonella Heidelberg apresentou
resisténcia a quinolonas (enrofloxacina e ciprofloxacina), cefalosporina (ceftiofur) de terceira
geracdo e as tetraciclinas.

2.4 Uso de antibidticos na avicultura

Os antibioticos sdo substancias adicionadas aos alimentos destinados a produgéo animal,
tendo a finalidade de melhorar a taxa de crescimento e a eficiéncia da conversdo alimentar.
Possuem atuagé@o no limen intestinal, onde ndo sdo absorvidos e inibem o desenvolvimento de
microrganismos responsaveis por infeccdes subclinicas e, consequentemente, diminuem
inflamacdes no epitélio intestinal atraves da reducdo do nimero de bactérias patogénicas, bem
como inibindo sua adesdo a mucosa intestinal (HAESE; SILVA, 2004). Tais mudangas

proporcionam uma microbiota ideal e equilibrada, que reduz o surgimento de enfermidades e,
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consequentemente, melhora a absorcdo de nutrientes, permitindo ao animal expressar o seu
méaximo potencial genético (HUYGHEBAERT et al., 2011).

O inicio da utilizacdo de antibioticos como melhoradores de desempenho ocorreu em
meados da década de 40, quando se notou que animais alimentados com micélios de
Streptomyces aureofaciens e residuos de clorotetraciclina apresentaram melhoras em seu
crescimento (GONZALES etal., 2012). Com a utilizagdo desses aditivos nas ra¢oes foi possivel
ter aumento na producdo, com melhoras nas taxas de crescimento em 4 a 8% e na conversdo
alimentar de 2 a 5% (AJUWON, 2016).

O uso constante de antimicrobianos favorece o aparecimento de estirpes resistentes,
acarretando risco para a satde animal e humana (CURY, 2013; LIMA et al., 2019). O Brasil,
como um dos principais exportadores de carne de frango, vem buscando atender as
recomendacdes da Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), do Codex Alimentarius (CA) e da Organizacdo das Nacgbes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo (FAO) quanto as restricdes no uso de antibidticos como
melhoradores na avicultura (CASEWELL et al., 2003).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil fez uma publicacéo
em janeiro de 2020, uma normativa que aborda a intencdo da proibicdo do uso de
antimicrobianos promotores de crescimento como tilosina, lincomicina, e tiamulina,
determinada na Portaria SDA n° 1 (MAPA, 2020). Atualmente os agentes antimicrobianos
liberados e mais comumente utilizados como promotores de crescimento sdo a flavomicina,

avilamicina e enramicina (GOCHEZ et al., 2020).

2.5 Resisténcia microbiana

Alexander Fleming foi quem descobriu os antibidticos em 1928, o primeiro pesquisador
a relatar a possivel resisténcia de bactérias a antimicrobianos. Durante o discurso de premiagéo
do Nobel de Fisiologia e Medicina, em 1945, mencionou sobre a probabilidade de doses
subterapéuticas produzirem microrganismos resistentes (SHARMA et al., 2020).

A resisténcia dos microrganismos acontece de forma natural, mas fatores como
programas deficientes ou inexistentes em controle de infec¢des, mau uso dos antimicrobianos
na salde humana, antimicrobianos de ma qualidade, capacidade laboratorial fraca, vigilancia e
monitoramento inadequados, fiscalizacdo e regulamentacdo do uso de antimicrobianos

insuficientes agravam a situacdo (BRASIL, 2018).
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A resisténcia microbiana ocorre quando as bactérias sobrevivem aos antimicrobianos
presentes no meio, sendo através da diminuicdo da absorcdo do antibidtico pelas suas
membranas e isso pode ocorrer quando 0 microrganismo metaboliza o antibiético em produtos
ndo prejudiciais ou o transforma em um produto com que a bactéria possa conviver
(NOGUEIRA et al., 2016).

As bactérias ttm uma enorme e rapida capacidade de adaptacdo ao ambiente em que
vivem. Uma de suas grandes vantagens estd na velocidade com que se reproduzem, uma
bactéria pode dobrar sua populacdo em apenas meia hora, e dar origem a quase 50 geracdes de
bactérias em um dia. Nessas condi¢des, a selecdo natural facilita a adaptacdo de uma populagédo
bacteriana a um ambiente hostil, como um ambiente com antibiéticos, em um tempo muito
curto. Os antibioticos atuam como agentes seletivos para aquelas mutagdes aleatorias que dao
as bactérias a vantagem seletiva de sobreviver na presenca de antibiéticos (IGLESIAS, 2019).

As bactérias podem transmitir resisténcia adquirida para outras, podendo ser por
transformacéo, onde utilizam o DNA presente no meio por transducdo, a transferéncia do
material genético de uma bactéria para outra por meio de um virus; ou por conjugacao, através
da fimbria (pili), quando a bactéria vai transferir partes do seu DNA para outra (LIMA et al.,
2017).

O uso de subdosagens dos antibidticos pode causar a selecdo de col6nias bacterianas,
ocasionando o surgimento de organismos com maior resisténcia aos antimicrobianos, que
podem contaminar o solo e os alimentos (SCHNEIDER et al., 2011). Cortez et al. (2006)
conduziram estudos avaliando a resisténcia de 29 cepas de Salmonella que estavam presentes
em aguas utilizadas para escaldagem, evisceracdo e resfriamento de carcagas de frango, assim
como nas carcagas, penas e excretas das aves. Os autores avaliaram a atuacdo de 12
antimicrobianos de uso convencional na avicultura e concluiram que 86,2% das amostras eram
resistentes ao aztreonam e a ampicilina, 72,4% para tetraciclina e 55,2% a amoxicilina/acido
clavulanico e sulfazotrim, bem como correlacionaram os resultados obtidos ao uso inadequado
dos antibidticos.

O motivo da Unido Europeia proibir o uso de antibiéticos como promotores de
crescimento foi o risco de aparecimento de resisténcia microbiana a varios medicamentos
destinados a seres humanos, com isso comegou a controlar o seu uso na formulagéo de ragdes.
No periodo de 1970, a Council Directive 70/524EEC foi uma diretiva que surgiu para
regulamentar o uso de aditivos antimicrobianos na alimentacéo animal, mas cada pais adaptou
medidas diferentes de utilizacdo de antibidticos nas racbes. A proibi¢do do uso de antibidticos

como melhoradores de desempenho teve inicio na Suécia em 1986, se estendendo, em seguida,
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por outros paises da Unido Europeia (UE) (BOATMAN, 1998). Entretanto, a retirada dos
antibidticos como moduladores de crescimento tem gerado muitas discussdes, pois ainda sao
encontrados relatos de resisténcia microbiana aos antibidticos, aléem do mais, a ndo utilizacéo
de antibidticos gerou problemas adversos para a saude animal, desencadeando a queda do
desempenho de frangos de corte (REIS; VIEITES, 2019).

Devido as novas exigéncias impostas pelo mercado, buscam-se alternativas para a
substituicdo dos promotores de crescimento (LIU et al., 2017), ja que estes tém como principal
funcao realizar a manutencéo da saude do trato gastrointestinal que esta correlacionada, por sua
vez, diretamente ao desempenho do animal (AMBROSIO et al., 2017). Busca-se substituir
esses produtos e manter a qualidade sanitaria e produtiva das aves. Produtos como probidticos,
prebidticos, simbioticos, fitoterapicos, entre outros sdo possiveis alternativas ao uso de

antibioticos e sanitizantes comumente utilizados.

2.6 Probioticos

lya Mechnikov foi um dos primeiros a realizar pesquisas com os probidticos. Seus
estudos tiveram como base as observacdes realizadas por Stamen Grigorov, nas quais encontrou
efeitos benéficos do iogurte para a saude humana e identificou que o responsavel por essa
melhora era o organismo vivo ativo presente no alimento, o Lactobacillus bulgaricus,
atualmente com a nomenclatura de Lactobacillus delbrueckii (GIBSON; ROBERFROID,
1995).

Com o passar dos anos houve um avanco dos estudos sobre a relagéo entre a microbiota
e 0 hospedeiro, permitindo que a cadeia da avicultura pudesse utilizar produtos alternativos aos
antibidticos. Trabalhos com os acidos organicos, extratos vegetais, prebidticos, probidticos e
simbioticos comprovam sua funcionalidade em substitui¢do aos antimicrobianos (ABUDABOS
etal., 2015; YUN et al., 2017).

Os probidticos podem ser definidos como microrganismos vivos, administrados em
guantidades adequadas, que fornecem beneficios a satde do hospedeiro (HILL et al., 2014).
Para Ramos (2014) os probioticos sdo produtos ndo toxicos, que aumentam a resisténcia ao
ataque de bactérias patogénicas na producdo avicola. Sua atuacdo se da no controle da
populagéo de microrganismos patogénicos, melhorando assim os parametros de desempenho

animal. Os probidticos geram um blogueio fisico que barra outras bactérias de se prenderem no
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epitélio intestinal, o que esta ligado & exclusdo competitiva e competicao por sitios de ligacéo
de receptores no epitélio intestinal (ABUDABOS et al., 2015).

Alguns dos efeitos benéficos dos probioticos abrangem a atividade antibacteriana como
bacteriocinas e acidos organicos e promovem imunomodulacdo da microbiota intestinal
(CHAMBERS; GONG, 2011; GAGGIA et al., 2010), a modulagio do sistema imune ocorre
através do reconhecimento pelos macrofagos e sua multiplicagdo (BARBOSA et al., 2011).

Para ser considerado probidtico, o microrganismo ndo deve ser toxico e/ou patogénico,
deve sobreviver a acdo das enzimas digestivas, ter acdo antagonista aos microrganismos
patogénicos, ser cultivvel em escala industrial, ser estivel e vidvel na preparagdo comercial,
fazer parte normal da microbiota intestinal, sobreviver e colonizar rapidamente o intestino, ser
capaz de aderir ao epitélio intestinal do hospedeiro e estimular a imunidade (GAGGIA et al.,
2010; GUARNER et al., 2012).

Alguns dos principais microrganismos utilizados como probioticos sdo as bactérias
produtoras de &cido lactico, que incluem os Lactobacilos, Enterococcus, Streptococcus,
Pediococcus e espécies de Leuconostoc e Lactococcus (VIJAYA KUMAR et al., 2015). Além
das bactérias &cido lacticas, tem-se as bifidobactérias, Escherichia coli e Nissle, Bacillus
subtilis e Bacillus toyoi, e as leveduras Saccharomyces boulardii e S. cerevisiae (BARBOSA
etal., 2011; SENAKA RANADHEERA et al., 2012).

2.6.1 Bactérias probidticas

2.6.1.1 Bacillus thuringiensis

Pertencente a familia Bacillaceae, B. thuringiensis € um bastonete gram-positivo,
aerobico e com faixa de temperatura de crescimento entre 10 e 45°C, que produz inclusdes de
cristais na esporulagéo. A especie B. thuringiensis apresenta um amplo complexo enzimatico,
0 que permite utilizar uma variedade de substratos.

A principal caracteristica que distingue a espécie das outras do mesmo género é a
presenca intracelular de um cristal proteico durante esporulacdo na fase estacionaria de
crescimento (VILAS-BOAS et al., 2007).

As inclusdes de cristais sdo compostas principalmente por proteinas cristalinas (Cry) e
citotoxicas (Cyt), que sdo toxicas para uma ampla gama de classes de insetos, como
Lepidoptera, Diptera, Coleoptera e Nematode (ELSHAGHABEE et al., 2017). B. Thuringiensis
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tem sido amplamente utilizado por cinco décadas em formulagdes de biopesticidas devido a sua
seguranga ambiental e com a saude humana (BRAR et al., 2006).

2.6.1.2 Bacillus subtilis

O B. subtilis € um microrganismo em forma de bastonete, gram-positivo, aerobio
facultativo, ndo patogénico, produtor de &cido acético e formador de esporos, podendo ser
frequentemente isolado no solo (MAZZA, 1994). O B. subtilis suporta temperaturas de até
100°C por alguns minutos e sobrevive em solucdo a 0,5% de sais biliares (TEO; TAN, 2006).

A espécie B. subtilis se destaca por sua capacidade natural em secretar antibiéticos
(ZHANG et al., 2016). Diferentes cepas de Bacillus podem produzir peptideos antimicrobianos
(AMP) (GRANT et al., 2018). Este AMP produzido por B. subtilis contém 32 aminoéacidos,
um anel de meso-lantionina e quatro anéis de metillantionina, uma estrutura semelhante a
nisina, um antimicrobiano de Lactococcus (PARISOT et al., 2008).

B. subtilis cria um ambiente anaerdbico no intestino, fazendo com que tenha
crescimento e proliferacdo dos lactobacilos da microbiota nativa, 0 que pode causar uma
exclusdo competitiva das bactérias patogénicas e producdo de &cido latico para controlar e

limitar o crescimento das bactérias patogénicas (LATORRE et al., 2014).

2.6.1.3 Bacillus amilolyquefaciens

O B. amyloliquefaciens € um microrganismo gram-positivo, aerobio facultativo
(LARSEN et al., 2014), eficiente contra carboidratos vegetais, também resiste a altas
temperaturas, altas pressdes e condi¢des acidas e alcalinas (OLIVIER et al., 2011).

Produz grandes quantidades de enzimas extracelulares, como alfa-amilase, protease e
substancias bioativas com funcdes antibacteriana, imunitéaria e antioxidante e pode libera-las no
conteddo intestinal (ELSHAGHABEE et al., 2017) e aumentar a eficiéncia da digestdo
(LARSEN et al., 2014).

O B. amyloliquefaciens ¢ uma bactéria de acdo probidtica sendo até entdo apenas
reconhecida como bactéria filogeneticamente proxima ao B. subtilis (B. subtilis subsp.
amiloliquefaciens) devido a sua semelhanga em termos de propriedades fenotipicas (CHUN et
al., 2019).
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2.6.2 Leveduras probidticas

2.6.2.1 Saccharomyces cerevisiae

A levedura S. cerevisiae € um microrganismo aerobio facultativo com capacidade de se
modificar metabolicamente em condicdes de aerobiose e anaerobiose (WILL et al., 2010). Ha
uma grande variacdo genética, incluindo a capacidade de crescer em diferentes meios, a
diferentes temperaturas e sob diferentes condicdes de estresse (DA SILVA et al., 2012).

A parede celular de S. cerevisiae contém quitina, manana e glucanas, que funciona como
estimulante imunolégico (LI; GATLIN, 2003). Além disso, a parede celular de levedura contém
1,3~1,6 D glucana e mananoligossacarideos que atuam como promotores de crescimento
natural (GHOSH et al., 2007).

2.7 Probioticos no controle da Salmonella spp.

Estudos tém demonstrado resultados positivos com o uso de probiéticos no controle das
Salmonellas, em que a utilizacdo de uma Unica dose de cepa probidtica B. subtilis pode diminuir
a eliminacdo fecal de S. enterica e a concentracdo de salmonelas no contetido cecal de frangos
de corte (KNAP et al., 2011). Estes autores destacaram que as aves que consumiram ragao
contendo B. subtilis apresentaram uma reducao de 58% em swabs e esfregagos positivos para
Salmonella spp. quando comparados com as aves do tratamento controle, onde foi detectada a
presenca de 100% do patdgeno. Semelhante ao observado, outros estudos com o uso de
bactérias acido laticas proporcionam redugdes de 95% de S. Heidelberg (MENCONI et al.,
2011), 4 a 76% de S. enterica (HIGGINS et al., 2010) e 92 a 96% de S. Typhimurium
(HIGGINS et al., 2007) em frangos de corte.

Em uma avaliacdo imunoldgica sobre a acdo dos probioticos versus a colonizacdo do
intestino de frangos por Salmonella Typhimurium, em que aves receberam probidticos por
sonda oral com 1 dia de vida, e infeccdo com S. Typhimurium no 2° dia de vida, foi possivel
observar que nas aves tratadas com probioticos antes da contaminacdo, o nivel de interleucina
IL-12 foi analogo ao observado no grupo controle (aves ndo infectadas), sendo sugerida uma
reducdo da colonizacéo intestinal por S. Typhimurium apos o uso de probidtico (HAGHIGHI
et al., 2008).

O uso de probidticos também ja demonstrou eficacia em frangos desafiados com S.
enterica, em que o0s resultados sorologicos apontaram niveis baixos de IgA especifico e IgG
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contra a S. enterica sistémica nas aves tratadas com probidtico, sendo diferente da resposta
humoral das aves isentas de probiotico, que demonstraram respostas mais acentuadas em razdo
do maior numero de antigenos intestinais (MOUNTZOURIS et al., 2009). Adhikari et al. (2004)
verificaram a regulacdo positiva da interleucina IL -1B, -6, -10, interferon gama (IFN-y) e
expressdo do receptor Toll-like (TLR) -4 mRNA, e elevacdo da expressdo do gene IL-6 e IL-
10 no ileo em aves que receberam 0,1% de Lactobacillus plantarum desafiadas com S.
Enteritidis.

Aves recebendo racdo contendo 250 ou 500 g ton de B. subtilis apresentaram um
aumento da mobilizacdo de macrofagos para o figado e, como consequéncia, uma reducdo da
colonizagdo por Salmonella enterica sorovar Heidelberg, além da modulacdo da microbiota
intestinal (HAYASHI et al., 2018). Zhen et al. (2018) conduziu um trabalho com o objetivo de
avaliar a eficacia da suplementacdo dietética de B. coagulans em aves desafiadas com S.
Enteritidis. Apesar dos resultados terem mostrado que a infeccdo néo afetou o desempenho, foi
possivel observar que o patégeno causou uma inflamacdo intestinal e ocasionou um
comprometimento da funcéo de barreira devido a reducéo das células intestinais e nimero de
bactérias benéficas, aumentando a colonizacdo de Salmonella.

Estudos in vitro tém demonstrado, em sua maioria, que as bactérias acido laticas sao
capazes de controlar patdgenos como a Salmonella spp., podendo ser pela reducéo do pH do
intestino (FRIZZO et al., 2010), pela realizacdo da modulagéo do sistema imune (ADHIKARI
etal., 2004) ou pela exclusdo competitiva (DANKOWIAKOWSKA et al., 2013; DIAZ-LOPEZ
etal., 2017).

Uma forma de cultura probidtica da microbiota é a aplicacdo de uma Unica dose no
animal neonatal, um pintainho com um dia de vida, que é chamada de probiédtico de exclusao
competitiva (EC), a fim de antecipar o processo de amadurecimento da microbiota dos
pintainhos e assim aumentar sua resisténcia a colonizacdo por Salmonella spp. (BERGE;
WIERUP, 2012; DIAZ-LOPEZ et al., 2017; MOUNTZOURIS et al., 2009).

Os probidticos sdo considerados como uma das principais alternativas para combater
patdgenos presentes nos alimentos oriundos da avicultura, até os sorovares mais patogénicos
de Salmonella spp. Outra vantagem de se utilizar probidticos é por serem suplementos naturais
e ndo precisarem de um periodo de caréncia (DANKOWIAKOWSKA et al., 2013), facilitando

sua aplicacé@o na dieta das aves sem oferecer riscos a saude humana.
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3. PROBIOTICO COMO ALTERNATIVA A ANTIBIOTICO PARA FRANGOS DE
CORTE DESAFIADOS COM SALMONELLA HEIDELBERG

Resumo - O objetivo do trabalho foi avaliar o uso de probiotico na cama e nas ra¢@es de frangos
de corte desafiados com Salmonella Heidelberg (SH) sobre o desempenho, rendimento de
carcaca e cortes, peso relativo do figado e gordura, parametros bioguimicos do sangue,
morfometria intestinal, contaminagdo cecal por SH e qualidade de cama. Para tanto, foram
utilizados 640 pintos de corte, machos, de um dia de idade, distribuidos em um delineamento
inteiramente casualizado com cinco tratamentos, oito repeticdes e 16 aves por unidade
experimental (UE). Os tratamentos consistiram em: controle positivo (CP — racdo basal com
uso de enramicina e salinomicina); controle negativo (CN — ragdo basal sem enramicina e
salinomicina); CN + 1 kg ton™! de probiético na ragdo; CN + aplicagdo de 20 g m™2 de probi6tico
na cama e CN + 1 kg ton de probi6tico na ragdo e aplicacdo de 20 g m de probidtico na
cama. A aplicacdo do probiotico na cama foi realizada 5 dias antes do alojamento. Aos 3 dias
de idade, 4 aves por UE receberam por gavagem uma solucéo de indculo de cultura com SH
(10° UFC ave). Foram avaliados desempenho aos 21 e 42 dias (ganho de peso, consumo de
racdo e conversao alimentar), rendimento de carcaca e cortes, peso relativo do figado e gordura
aos 42 dias, perfil bioquimico do sangue aos 40 dias, morfometria do jejuno aos 28 dias,
contagem de Salmonella spp no ceco aos 14 e 28 dias e parametros de qualidade de cama aos
28 e 40 dias (matéria seca, pH e amdnia). Os dados foram submetidos a analise de variancia e
foi utilizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os resultados da contagem de Salmonella
spp nédo apresentaram distribuicdo normal, sendo entdo utilizado o teste de Kruskal-Wallis. Na
fase inicial (1 a 21 dias) foi observado que as aves que receberam ragdo com antibiotico e as
que receberam probidtico na racdo apresentaram melhores resultados (P<0,05) de CA, assim
como o tratamento que recebeu probidtico na racdo e na cama. Ao final do periodo
experimental verificou-se um menor CMR (P<0,05) dos tratamentos com probi6tico na racéo
e probidtico na racdo e na cama; e um melhor resultado (P<0,05) de CA para o probiético na
racdo e na cama. A utilizacdo do probiotico ndo alterou rendimento de carcaca e cortes, assim
como os parametros bioquimicos sanguineos e morfometria intestinal. O uso do probidtico nas
racbes e na cama proporcionou um melhor desempenho nas aves de 1 a 42 dias de idade,
promoveu uma melhora na qualidade de cama aos 28 dias de idade, com menor concentracéo
de amodnia e menor umidade. Pode-se concluir que o probiotico melhora o desempenho, nao
altera a morfometria intestinal, os metabolitos séricos e 0 metabolismo hepatico e renal das

aves, e melhora a qualidade de cama aos 28 dias.



Palavras-chave: antibidtico, cepas probidticas, resisténcia microbiana, salmonelose
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PROBIOTIC AS ALTERNATIVE TO ANTIBIOTIC FOR BEFORE CHICKEN
CHALLENGED WITH SALMONELLA HEIDELBERG

Abstract - The objective of this work was to evaluate the use of probiotics in the bedding and
diets of broilers challenged with Salmonella Heidelberg (SH) on performance, carcass and cuts
yield, relative liver and fat weight, blood biochemical parameters, morphometry intestinal
infection, cecal contamination by SH and litter quality. For that, 640 one-day-old male broiler
chicks were used, distributed in a completely randomized design with five treatments, eight
replications and 16 birds per experimental unit (UE). The treatments consisted of: positive
control (PC — basal ration with use of enramycin and salinomycin); negative control (NC —
basal diet without enramycin and salinomycin); CN + 1 kg ton™ of probiotic in the diet; NC +
application of 20 g m of probiotic in the litter and NC + 1 kg ton™ of probiotic in the ration
and application of 20 g m of probiotic in the litter. The application of the probiotic in the bed
was carried out 5 days before the accommodation. At 3 days of age, 4 birds per UE received a
SH culture inoculum solution (10° UFC bird™) by gavage. Performance at 21 and 42 days
(weight gain, feed intake and feed conversion), carcass and cuts yield, relative liver and fat
weight at 42 days, blood biochemical profile at 40 days, jejunum morphometry at 28 days were
evaluated. days, Salmonella spp. count in the cecum at 14 and 28 days and litter quality
parameters at 28 and 40 days (dry matter, pH and ammonia). Data were submitted to analysis
of variance and Tukey's test at 5% probability was used. The results of counting Salmonella
spp. showed no normal distribution, so the Kruskal-Wallis test was used. In the initial phase (1
to 21 days) it was observed that the birds that received ration with antibiotic and those that
received probiotic in the ration presented better results (P<0.05) of CA, as well as the treatment
that received probiotic in the ration and in the bed. At the end of the experimental period, there
was a lower CMR (P<0.05) of the treatments with probiotic in the ration and probiotic in the
ration and in the bedding and a better result (P<0.05) of CA for the probiotic in the ration and
into bed. The use of the probiotic did not change carcass and cuts yield, as well as blood
biochemical parameters and intestinal morphometry. The use of the probiotic in the diets and
in the litter provided a better performance in birds from 1 to 42 days of age, promoted an
improvement in the quality of litter at 28 days of age, with lower ammonia concentration and
lower humidity. It can be concluded that the probiotic improves performance, does not change
intestinal morphometry, serum metabolites and hepatic and renal metabolism of birds and
improves litter quality at 28 days.

Keywords: antibiotic, microbial resistance, probiotic strains, salmonellosis
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3.1 Introducéo

Mundialmente ha uma demanda crescente na producdo de alimentos, e o controle de
riscos microbioldgicos durante a cadeia de producdo é um desafio constante (RUBY et al.,
2019). Com o0 aumento na producdo para atingir os niveis de consumo, 0S riscos
microbiologicos aumentam (SHANG; TONSOR, 2017).

A utilizacdo, de forma inadequada, de antibidticos pode resultar em resisténcia residual
pelos patdgenos, que pode ser prejudicial a satde dos animais e do homem. Visando a restri¢éo
ou até exclusdo do uso desses produtos em dietas para animais, como melhoradores de
desempenho, surge como alternativa potencial o uso de aditivos probiéticos (MIN et al., 2016).

O uso de probidticos nas dietas de aves pode melhorar a microbiota intestinal devido a
efeitos como a reducdo no pH intestinal causada pela fermentacdo microbiana &cida
(SARANGI et al., 2016). Esta, por sua vez, reduz o pH através da acdo dos probidticos em aves
em uma manutencdo da microbiota intestinal normal por exclusdo competitiva antagonista,
competindo pela fixacdo da mucosa e nutrientes, produzindo bacteriocinas, estimulando o
sistema imunolégico associado ao intestino, aumentando a producdo de &cidos graxos de cadeia
curta (FERKET, 2011), modulando as func¢Ges bioquimicas associadas a quebra de nutrientes,
fortalecendo a morfologia e fisiologia intestinal (PAN; YU, 2014).

Estudos relatam que os probidticos tém efeitos benéficos no desempenho de frangos de
corte (SEN et al., 2012), neste sentido estdo espécies probioticas pertencentes aos géneros
Lactobacillus, Streptococcus, Bacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Aspergillus, Candida,
e Saccharomyces (ASHAYERIZA et al., 2009).

Os probio6ticos sdo utilizados como alimentos funcionais, pois promovem melhoria da
salde do hospedeiro e auxiliam no combate de doencas. Bactérias probioticas fazem parte da
microbiota normal das aves e sdo produtos naturais, porém nédo apresentam todas as acOes
correspondentes aos antimicrobianos, também ndo geram residuos nos produtos de origem
animal e ndo estimulam a resisténcia as drogas utilizadas em humanos (SILVA; ANDREATTI
FILHO, 2000). Atuam na microbiota intestinal pela producdo de substancias com agéo
antimicrobiana, competicédo por sitio de ligacéo e estimulo ao sistema imunolégico (LEE et al.,
2010). Também, sdo utilizados para corrigir disfun¢bes do sistema imunologico, impedir a
fixacdo de microrganismos patogénicos e estabilizar a funcdo da barreira da mucosa intestinal
(HOLZAPELL et al., 1998).

Embasada nessas informacdes, a hipdtese deste trabalho é de que os probidticos podem

ser uma alternativa aos promotores de crescimento em ragdes de frangos de corte. Bem como
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sua inclusdo pode favorecer o desenvolvimento das vilosidades intestinais e proporcionar um
melhor desempenho.

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar o uso de probidtico em
substituicdo ao antibidtico nas ragdes e o efeito do probidtico na cama de frangos de corte
desafiados com SH e seus efeitos no desempenho, rendimento de carcaca e cortes, qualidade
de cama, parametros bioquimicos do sangue, morfometria intestinal, peso relativo de 6rgéos,

contaminag&o cecal e da cama por SH.

3.2 Material e métodos

O trabalho foi realizado no Centro de Pesquisa em Avicultura da Universidade Estadual
do Oeste do Parana — Unioeste, campus de Marechal Candido Rondon/PR, em conformidade
com a Resolucdo Normativa n® 37 de 15 de fevereiro de 2018 do Conselho Nacional de
Controle e Experimentagio Animal (CONCEA) e aprovagdo do Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UNIOESTE (Protocolo n° 20/2020).

As aves foram alojadas em um aviario de alvenaria com ventilagdo sob pressdo
negativa, em forma de tdnel e resfriamento evaporativo. O aviario experimental utilizado
possui 25 metros de comprimento e 8 metros de largura com divisdes em boxes de 1,76m?
contendo um comedouro tubular, bebedouro tipo nipple, fonte para aquecimento (resisténcia
250 watts) e piso de concreto, o qual foi recoberto com maravalha de pinus reutilizada por
cinco lotes apds periodo de descanso de 21 dias.

O programa de iluminag&o utilizado foi estruturado de acordo com recomendagao do
manual de linhagem, sendo nos 0 dias 24h de luz, 1° dia 1h de escuro, do 2° até 7° dia 10h de
escuro, 8° até 22° dia 9h de escuro, 23° até 28° dia 8h de escuro e do 29° até 42° dia 6h de
escuro. O resfriamento do ambiente e renovagédo do ar foi realizado por exaustores e placas
evaporativas. A temperatura e umidade relativa média, minima e maxima foram monitoradas
diariamente e mantidas dentro da faixa de conforto térmico recomendada para cada fase.

Ao todo, 640 pintos de corte, machos, da linhagem comercial Cobb 500, com um dia
de idade e peso médio inicial de 47,89 £ 0,72g foram distribuidos em um delineamento
inteiramente casualizado, com 5 tratamentos, 8 repeticdes e 16 aves UE.

Os tratamentos foram compostos de:

CN — Ragédo controle sem antibiotico (Controle negativo);
CP — Racéo controle com antibiotico (Controle positivo);
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PROBR — Ragio CN com a inclusdo de 1 kg ton™ de probidtico na ragéo;

PROBC — Ragio CN com a aplicagdo de 20 g m™ de probiético na cama;

PROBRC — Ragdo CN com a inclusdo de 1 kg ton de probidtico na ragéo e aplicagdo de 20 g
m-2 de probidtico na cama.

As dietas (isoproteicas e isocaloricas) foram formuladas a base de milho e farelo de
soja, mediante a composicdo dos alimentos e exigéncias recomendadas por Rostagno et al.
(2017) para as fases de 1 a 21 (inicial), 22 a 35 (crescimento) e de 36 a 42 (final) dias de idade
(Tabela 1). As aves receberam racdo na forma farelada e 4gua ad libitum por todo o periodo
experimental. A utilizacdo do antibiotico (enramicina 8%), anticoccidiano (salinomicina 24%)
e do probidtico foi realizada em substituicdo peso por peso (g g*) pelo material inerte da racéo
(caulim). Para a enramicina 8% foi utilizada a inclusdo de 80 g ton™ nas rac@es inicial e
crescimento. O anticoccidiano, salinomicina 24% foi utilizado na inclusdo de 150 e 200 g ton
! nas fases inicial e crescimento, respectivamente. Na racéo de fase final o tratamento CP néo
recebeu a inclusdo de nenhum promotor de crescimento.

O produto probiotico utilizado continha aglcar, maltodextrina, cultura de Bacillus
thurigiensis, Bacillus amilolyquefaciens, Bacillus subtilis, levedura & base de Saccharomyces
cerevisiae, soro de leite e caulim. Em analise de contagem, a concentracdo de microrganismos
para cada grama de produto probidtico foi de 1,0 x 108 UFC/g (Bacillus thurigiensis), 2,5 x 108
UFC/g (Bacillus amilolyquefaciens), 2,0 x 108 UFC/g (Bacillus subtilis) e 7,0 x 108 UFC/g
(Saccharomyces cerevisiae).

Para a aplicacdo do probidtico na cama, foi utilizada a quantidade de 35 g do produto
por boxe (20 g m de cama), cinco dias antes do alojamento. O produto foi diluido em 2 litros
de &gua destilada e aplicado na superficie da cama utilizando uma bomba costal previamente
desinfetada com amdnia quaternaria. Apés a aplicacdo, a cama foi revolvida para melhor
distribuicéo do produto e antes do alojamento foi realizada a coleta de cama para avaliagdo de
matéria seca, pH e amonia.

Aos 3 dias de idade, 4 aves por unidade experimental foram selecionadas, ao acaso,
para receberem uma solucio de indculo de cultura com Salmonella Heidelberg (10° UFC mL-
1). Cada ave selecionada recebeu diretamente no esofago, proximo ao papo, 0,5 mL deste
indculo, sendo que apos a gavagem todas as aves inoculadas foram identificadas com marcador
(tinta a base de agua), a fim de ndo serem utilizadas durante a selecdo das aves para contagem

de Salmonella spp. no ceco.
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Tabela 1. Composicao percentual e calculada das racdes experimentais

Ingredientes g/kg 1a21dias 22 a 35 dias 36 a 42 dias
Milho (7,88%) 528,6 581,2 642,8
Farelo de soja (46%) 401,6 344,0 293,2
Oleo de soja degomado 32,40 39,20 35,50
Fosfato bicalcico 16,40 14,40 10,60
Calcario calcitico 7,60 7,00 5,80
Sal pecuério 3,70 3,90 3,10
Bicarbonato de sodio 1,50 1,50 2,00
Lisina sulfato (54,7%) 1,90 2,90 2,40
DL-Metionina (99%) 3,10 2,70 2,30
L-Treonina (99%) 0,40 0,30 0,20
Cloreto de colina (60%) 0,50 0,50 -
Antioxidante (BHT) 0,10 0,10 0,10
Premix vitaminico! 0,50 0,50 0,50
Premix mineral? 0,50 0,50 0,50
Inerte (caulim)® 1,20 1,30 1,00
Composigéo nutricional calculada

Energia metabolizavel (kcal kg?) 3.050 3.150 3.200
Proteina bruta (g kg?) 231,90 209,20 189,90
Lisina digestivel (g kg™?) 12,50 11,24 10,14
Met. + Cist. digestivel (g kg™) 9,25 8,32 7,50
Treonina digestivel (g kg™?) 8,25 7,42 6,69
Valina digestivel (g kg?) 9,63 8,65 7,81
Triptofano digestivel (g kg™?) 2,68 2,37 2,11
Arginina digestivel (g kg™) 14,56 12,91 11,48
Calcio (g kgt) 8,38 7,48 5,92
Fosforo disponivel (g kgt) 4,19 3,74 2,96
Sodio (g kg?) 2,00 2,00 1,90
Potassio (g kg™) 9,04 8,15 7,40

1Suplemento vitaminico, composicdo por kg de produto: Vitamina A (min) 11000000U.1.; Vitamina D3 (min)
4000000U.1.; Vitamina E (min) 55000U.1.; Vitamina K3 (min) 3000mg; Vitamina B1 (min) 2300mg; Vitamina
B2 (min) 7000mg; Acido pantoténico (min) 12g; Vitamina B6 (min) 4000mg; Vitamina B12 (min) 25000mcg;
Acido nicotinico (min) 60g; Acido félico (min) 2000mg; Biotina (min) 250mg; Selénio (min) 300 mg;
2Suplemento mineral, composicéo por kg de produto: Ferro (min) 100g; Cobre (min) 20g; Manganés (min) 130g;
Zinco (min) 130g; lodo (min) 2000mg.

3Inerte. O inerte utilizado foi a base de caulim, sendo a inclusdo do Probidtico (1 kg ton™) em funcéo da
substituicdo de peso por peso pelo inerte. A utilizagdo do anticoccidiano foi realizada em substituicdo de peso por
peso pelo inerte, sendo utilizado o coxistac 24% (salinomicina) na inclusdo de 150 e 200 g ton™ nas fases inicial
e crescimento, respectivamente. A utilizacdo do modulador de crescimento foi realizada em substituicdo de peso
por peso pelo inerte, sendo utilizado o Enradin 8% (enramicina) na inclusdo de 80 g ton™ nas ragdes inicial e
crescimento.

A cultura utilizada foi produzida por cepa de Salmonella Heidelberg isolada a campo,
tornada resistente aos antibidticos (acido nalidixico e novobiocina), os quais foram
incorporados ao &gar verde brilhante para inibir e facilitar a contagem. A bactéria (SH) foi
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multiplicada em caldo BHI (Brain Heart Infusion) por 18 a 24 horas a 37 °C até alcancar a
concentracio de 10° UFC mL™. Posteriormente, foram diluidas para a concentracdo de 107
UFC mL, sendo esta concentragéo utilizada a campo.

O peso e o consumo de ragéo foram registrados aos 21 e 42 dias de idade, para avaliacdo
do ganho de peso (GP), consumo médio de racdo (CMR) e conversdo alimentar (CA). A
mortalidade foi observada diariamente e os comedouros foram pesados para a realizacao das
corregdes no consumo de racdo e conversdo alimentar (SAKOMURA; ROSTAGNO, 2016).

Aos 42 dias de idade, duas aves por unidade experimental foram selecionadas
aleatoriamente, pesadas, marcadas e abatidas. As carcacas foram pesadas e espotejadas,
obtendo as pernas (coxa e sobrecoxa), asa, filé de peito e sassami, os quais foram pesados
individualmente. O rendimento de carcaga foi determinado pelo peso da carcaga em funcdo do
peso vivo da ave. O rendimento de cortes foi determinado em fungdo do peso dos cortes e o
peso da carcaga.

O figado e a gordura abdominal (constituida pelo tecido adiposo presente ao redor da
cloaca, moela, proventriculo e dos musculos abdominais adjacentes) foram separados e pesados
para determinar o peso relativo deles em funcdo do peso vivo da ave.

Aos 40 dias de idade foram coletadas amostras de sangue de duas aves por unidade
experimental. Tais aves foram submetidas a um jejum de 6 horas e, posteriormente, o sangue
foi colhido via puncdo ulnar, com as aves em posicéo de decubito lateral, utilizando-se tubos
especificos de coleta a vacuo com capacidade de 4 mL, adaptadores especificos e agulhas de
25 x 0,8 mm.

Apbs a colheita, os tubos permaneceram 15 minutos em decubito horizontal e,
posteriormente, os tubos foram centrifugados a 2500 rpm (1050g) por 10 minutos em
temperatura ambiente. ApOs a separacdo do soro, as amostras foram identificadas e
acondicionadas em microtubos de 2 mL, sendo armazenados em freezer a -20°C, até o momento
da realizacdo das analises (NUNES et al., 2018).

As leituras realizadas foram para glicose, colesterol, triglicerideos, AST (aspartato
aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase), GGT (gamma glutamiltransferase),
proteinas totais, albumina e creatinina, utilizando analisador bioquimico automatico flexor
EL200 (Elitech group, Netherlands) utilizando reagentes, calibradores (Elical Il) e padrdes de
afericdo (Elitrol 1) da marca Elitech®.

Para avaliacdo da morfometria intestinal (altura de vilosidade, profundidade de cripta,
relacdo altura de vilosidade: profundidade de cripta e &rea de absorgdo) uma ave por unidade
experimental foi abatida por deslocamento cervical para retirada do aparelho digestivo aos 28
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dias. O intestino delgado foi exposto, separado em duodeno, jejuno e ileo, sendo identificado
o diverticulo de Meckel e realizada a coleta de um fragmento com aproximadamente 2 cm a 5
cm antes do diverticulo de Meckel. Os fragmentos de jejuno foram fixados em solucéo de
formalina tamponada (10%), desidratados em séries crescentes de etanol e incluidos em
parafina. Cortes semisseriados de 5 um de cada segmento foram dispostos em lamina de vidro
e corados pela técnica de hematoxilina-eosina, de acordo com Luna (1968).

As mensuracdes foram realizadas utilizando o sistema de imagens PROPLUS IMAGE
4.1. Para cada lamina, foram mensurados o comprimento e a largura de 20 vilos e a
profundidade e largura de 20 criptas. Estas medidas morfométricas foram utilizadas para o
calculo da area da superficie de absor¢do da mucosa intestinal, através da formula proposta por
(KISIELINSKI et al., 2002). Em adicdo, foi calculada a relagéo altura de vilo: profundidade de
cripta, dividindo-se o valor da altura do vilo pelo valor de profundidade de cripta.

Para avaliacao da contaminacéo cecal por SH, foi realizada a contagem de Salmonella
spp. Para tanto, duas aves por unidade experimental foram eutanasiadas por deslocamento
cervical aos 14 e 28 dias de idade. Apds o abate foi retirado o ceco de cada ave e realizado um
pool de amostra contendo o contetido de dois cecos (sendo cada ceco proveniente de uma
repeticdo de seu respectivo tratamento). As amostras foram mantidas em refrigeracdo e
imediatamente encaminhadas ao laboratorio. Para a deteccdo de Salmonella spp. nas amostras
coletadas, as mesmas foram maceradas, homogeneizadas e diluidas de forma seriada com
solucéo salina na proporcdo de 1:10 até a diluigdo 10**. Cada diluicdo foi semeada com alca de
Drigalski em agar verde brilhante (acrescido de acido naldixico e novobiocina) e incubados a
37 + 1°C por 24-48 horas. Ap6s a incubacdo foi realizada a leitura das placas e contagem das
coldnias. As colonias suspeitas de Salmonella foram selecionadas para confirmacao
bioquimica e sorolégica, conforme White Kauffman — Le Minor Scheme 2007
(GUIBOURDENCHE et al., 2010).

Para avaliacdo da qualidade de cama foram coletadas amostras de cama das unidades
experimentais aos 28 e 40 dias em 5 pontos diferentes, evitando as regides embaixo dos
comedouros e bebedouros. O material coletado foi homogeneizado e acondicionado em sacos
plasticos identificados.

Para determinacdo da matéria seca, as amostras de cama foram pesadas em pratos de
aluminio para posteriormente serem secas em estufa a 85 °C por 72 horas, e entdo novamente
pesadas, sendo a matéria seca determinada pela razao entre a diferenca do peso antes da estufa

menos o0 peso pos-estufa, dividido pelo peso antes da estufa, segundo Silva e Queiroz (2002).
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Para andlise do potencial hidrogeniénico (pH), foi pesado em torno de 30g de amostra
de cama in natura, a qual foi macerada em um béquer adicionando 250 mL de agua deionizada
e entdo agitada por um periodo de 5 minutos. Dada amostra repousou por 30 minutos para
posterior leitura de pH com auxilio de um pHmetro digital (TEDESCO et al., 1995).

Para a determinacdo de aménia na cama foi pesado aproximadamente 100 gramas de
amostra de cama em um frasco de capacidade de 500 mL. Sobre essa amostra foi colocado um
frasco menor contendo 10 mL de solucdo de acido bérico a 2%. Os frascos foram entdo
fechados e suas tampas lacradas para evitar a perda de amonia. Posteriormente, os frascos
foram incubados por 24 horas em estufa a 30°C. Apds esse periodo o frasco contendo o acido
borico foi retirado e titulado com solucdo de acido sulfdrico a 0,05N. A quantidade de amdnia
volatilizada foi determinada utilizando a equacdo: A= Vx0,05x17, onde: A= amonia
volatilizada (mg 100g* de amostra); V= volume de &cido sulfirico utilizado na titulagio (mL);
0,05 = normalidade do &cido sulfurico e 17 = peso molecular da amoénia (HERNANDES;
CAZETTA, 2001).

Os dados foram submetidos a analise de normalidade e de variancia. Havendo efeito
significativo, foi realizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade para comparar as médias.
Na variavel de contagem de Salmonella spp. os dados foram transformados em valores logio
UFC g e ndo apresentaram distribuicdo normal, para tanto foi utilizado o teste de Kruskal-
Wallis a 5% de probabilidade. Todos os procedimentos estatisticos foram realizados utilizando
0 programa estatistico SAS (SAS, 2014).

3.3 Resultados e discussao

Aos 21 dias de idade as aves que receberam a suplementacdo de aditivo alimentar (CP;
PROBR; PROBRC) apresentaram as melhores CA e 0s maiores ganho de peso. O uso do
probidtico nas dietas das aves e sua combinacdo com a utilizacdo deste na cama
proporcionaram os melhores resultados de CA aos 42 dias de idade. A CA das aves do grupo
CN e das aves que receberam o probiotico apenas na cama (PROBC) foram os piores valores

observados durante todo o periodo experimental (1 a 42 dias de idade).
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Tabela 2. Desempenho de frangos de corte de 1 a 21 e 1 a 42 dias de idade desafiados com
Salmonella Heidelberg e alimentados com dietas contendo ou ndo probiotico

1 a 21 dias 1 a 42 dias

Tratamento  GPM (g) CMR (9) CA GPM (g) CMR (9) CA
CP 916° 1275 1,393¢ 32742 5165° 1,578
CN 8602° 1250 1,437° 3138°¢ 50562 1,6112
PROBR 895? 1250 1,396° 32123bc 5023° 1,564
PROBC 833P 1227 1,4742 3178 50692 1,596
PROBRC 9142 1264 1,383¢ 32422 5005° 1,544¢

EPM 41,15 49,22 0,02 59,60 78,83 0,02

CV (%) 4,65 3,93 1,48 1,86 1,56 1,23
P 0,001 0,417 0,0001 0,001 0,003 0,0001

CP= Controle Positivo; CN= Controle Negativo; PROBR= Probidtico na racdo; PROBC= Probidtico na cama;
PROBRC= Probiotico na ragdo e na cama; EPM= erro padrdo da média; CV (%) = coeficiente de variagdo; CMR=
consumo médio de ragdo; GPM= ganho de peso médio; CA= conversdo alimentar *>¢; Médias seguidas de letras
diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

O desafio ocasionado pela acdo da SH foi eficiente ao prejudicar o desempenho das
aves, contudo com a utilizacdo de antibiotico e o probio6tico na racdo foi possivel inibir os
efeitos deletérios da Salmonella Heidelberg, promovendo um melhor desempenho e uma
melhor conversdo alimentar. Este efeito benéfico pode estar relacionado a modulacdo da
microbiota intestinal, melhor utilizacdo dos nutrientes e menor gasto energético pelo sistema
imune.

A melhoria no peso médio dos animais com o uso de probidtico nas ragdes pode estar
associada ao tipo de microrganismos utilizados. O efeito de B. subtilis no aumento do
desempenho pode estar relacionado ao aumento na producdo de enzimas digestivas, fato que
tende a melhorar a digestao dos nutrientes da dieta (LARSEN et al., 2014).

O uso de diferentes doses de probidticos também pode causar variagcdes nas respostas
do desempenho e parametros de carcaca, sendo que a concentracédo ideal de probidticos a serem
usados em racOes de frangos tende a variar dependendo dos microrganismos utilizados na
elaboracdo do produto (POURAKBARI et al., 2016). A variabilidade de cepas utilizadas na
elaboracdo dos probioticos pode afetar de forma benéfica o desempenho das aves, as quais
podem modular a microbiota intestinal e proporcionar efeitos beneficos aditivos, como
aumento na digestibilidade de nutrientes (LARSENS et al., 2014), melhoria na morfometria
intestinal e na microbiota cecal (LEI et al., 2015). O uso do probidtico pode explicar o
estabelecimento precoce de microbiota benéfica e inibir patdgenos, potencializando um efeito
protetor e aumentando a resisténcia do hospedeiro a infec¢do, reduzindo a necessidade de uso
profilatico de medicamentos (PATTERSON; BURKHOLDER, 2003).
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Supriyat et al. (2015) ao utilizarem B. amyloliquefaciens com farelo de arroz
fermentado na alimentacdo de frango de corte, observaram melhora para ganho de peso e
conversao alimentar. Correa et al. (2003), estudando frangos de corte alimentados com dietas
contendo B. subtilis, observaram redugdo no consumo de ragdo de 6,03% na fase inicial. Essa
melhora pode ser devido a uma crescente populacdo de microrganismos ndo patogénicos no
intestino, melhorando o desempenho das aves (KOMPIANG et al., 2002). Cao e Zhan (2018)
encontraram indices positivos no desempenho, melhoras na imunidade, inibi¢do de patégenos,
disponibilidade enzimética e melhora na digestibilidade de alimentos ao utilizar Bacillus
amyloliquefaciens nas dietas.

Em trabalho realizado por Gharib-Naseri et al. (2020) constataram que a suplementacéo
de B. amyloliquefaciens pode melhorar o ganho de peso e converséo alimentar em aves de
corte. Lei et al. (2015) encontraram resultados que indicam que a suplementacdo com 30 mg
kg e 60 mg kg de B. amyloliquefaciens melhorou o desempenho de frangos de corte. Essa
melhora foi associada ao efeito positivo da utilizacdo de nutrientes e da morfologia intestinal.

A Saccharomyces cerevisiae também pode ter influenciado positivamente nos
resultados, os quais foram semelhantes quando se utilizou o probidtico na racdo de controle
positivo, demonstrando que o uso de probioticos é uma alternativa que pode vir a substituir 0s
antibidticos. Hana et al. (2015) relataram que frangos de corte alimentados com dietas contendo
3,0 g de produto de levedura probidtica por kg de dieta apresentaram peso corporal (P<0,05)
maior do que as aves nos grupos controle e suplementados com neomicina (antibiotico).

Diversos fatores podem influenciar os efeitos com o uso dos probidticos. De Souza et
al. (2018) ndo observaram melhor ganho de peso ou conversdo alimentar em frangos
suplementados com probioticos contendo B. subtilis por 42 dias. Segundo esses autores, 0
desafio sanitario a que as aves foram submetidas pode néo ter sido suficiente para verificar os
efeitos benéficos dos probidticos. Sarangi et al. (2016) alimentaram frangos de corte de um dia
de idade com dietas de controle e basais suplementadas com prebidticos e probidticos. Os
resultados observados por esses autores ndo demostraram aumento no peso corporal dos
frangos alimentados com dietas suplementadas com probioticos e prebidticos, em contraponto
aqueles alimentados com dietas controle.

Para caracteristicas de rendimento de carcaca, rendimentos de corte e peso relativo do

figado e gordura (Tabela 3), ndo foram encontradas diferengas (P>0,05) entre os tratamentos.
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Tabela 3. Rendimento de carcaca, cortes e peso relativo de 6rgdos de aves desafiadas com
Salmonella Heidelberg e alimentados com dietas contendo ou ndo probiotico

Tratamento RC (%) RF(%) RP (%) RA((%) RS(%) PRF (%) PRGA (%)

CP 68,49 18,48 21,17 6,97 3,64 2,03 1,23
CN 68,45 19,70 20,83 6,52 3,93 2,08 1,27
PROBR 69,07 19,93 20,57 6,37 3,86 2,05 1,20
PROBC 68,94 19,40 20,48 6,59 3,78 2,09 1,16
PROBRC 69,04 18,91 20,61 6,30 3,67 1,96 1,34
EPM 1,42 1,11 0,76 0,48 0,31 0,17 0,28
CV (%) 2,07 5,74 3,65 7,31 8,14 8,46 22,83
P 0,836 0,082 0,395 0,068 0,308 0,635 0,744

CP= Controle Positivo; CN= Controle Negativo; PROBR= Probidtico na racdo; PROBC= Probidtico na cama;
PROBRC= Probi6tico na ragdo e na cama; EPM= erro padrdo da média; CV (%) = coeficiente de variacdo; RC=
Rendimento de carcaca; RF= Rendimento de filé do peito; RP= Rendimento de pernas; RA= Rendimento de
asas; RS= Rendimento de sassami; PRF= peso relativo do figado; PRGA= peso relativo da gordura abdominal;
P= probabilidade pelo teste de Tukey a 5%.

A auséncia de diferencas entre as caracteristicas de carcagas das aves submetidas aos
diferentes tratamentos, indica que a utilizacdo do produto probi6tico ndo foi suficiente para
influenciar as varidveis analisadas. Assemelhando-se ao apresentado nos estudos de Abdel-
Hafeez et al. (2017), Hidayat et al. (2016) e Nosrati et al. (2017), os quais utilizaram
melhoradores de desempenho alternativos e convencionais nas dietas para aves.

Da Silva et al. (2011) avaliaram o uso de diferentes promotores de crescimento para
frangos de corte, e ndo observaram qualquer efeito em rendimento de carcacga ou percentual de
gordura abdominal com 42 dias de idade.

Ashayeriza et al. (2009) ao utilizarem probiotico comercial para frangos de corte,
composto por Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faesium e
Bifidobacterium thermophilum, ndo observaram diferenca no rendimento de carcaga para as
aves que receberam probiético e antibiotico. No entanto, estes autores verificaram diferenca
pelo emprego desses aditivos em relagdo ao grupo controle, formulado de acordo com o NRC
1994.

Deleco et al. (2010) observaram maior rendimento de peito em frangos alimentados
com dieta suplementada com uma mistura de probidticos, comparado com a dieta sem
promotor de crescimento, aos 43 dias.

Para parametros bioquimicos e atividade enzimatica de metabolitos do sangue (Tabela
4) ndo foram encontradas diferencas (P>0,05) entre os tratamentos. As condicGes de saude,
nutri¢do, clima e manejo a que os animais sdo submetidos podem refletir nos resultados dos

seus constituintes bioquimicos séricos (MINAFRA et al., 2010).
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Tabela 4. Parametros bioquimicos do sangue de aves desafiadas com Salmonella Heidelberg
e alimentadas com dietas contendo ou ndo probidtico

Tratamento AU ALT ALB AST COL CREA GGT GLI PT TRI
CP 464 945 16,45 354,79 120,51 0,17 17,34 226,38 29,24 32,69
CN 444 941 16,27 37534 121,18 0,16 17,86 23566 29,53 32,32
PROBR 464 948 16,13 367,56 119,46 0,18 16,31 229,90 29,64 36,78
PROBC 349 9,98 16,04 392,34 11753 0,17 16,10 232,63 29,65 32,17
PROBRC 3,79 984 16,08 379,42 117,63 0,16 16,59 231,44 29,62 34,42

EPM 160 260 117 8580 1340 0,03 3,10 1523 236 6,98
CV (%) 38,15 26,97 7,22 2295 1124 20,21 18,42 6,59 7,98 20,72
P 0,164 0,958 0,866 0,792 0919 0,432 0,503 0,554 0,990 0,300

CP= Controle Positivo; CN= Controle Negativo; PROBR= Probidtico na racdo; PROBC= Probidtico na cama;
PROBRC= Probidtico na racéo e na cama; EPM= erro padrdo da média; CV (%) = coeficiente de variagdo; AU=
Acido Grico; ALT= Alanina aminotransferase; ALB= Albumina; AST= Aspartato aminotransferase; COL=
Colesterol; CREA= Creatinina; GGT= Gamma glutamiltransferase; GLI= Glicose; PT= Proteinas totais; Tri=
Triglicerideos; P= probabilidade pelo teste de Tukey a 5%.

O desafio da SH realizado no presente estudo ndo alterou o metabolismo das aves, pois
ndo ha alteragdes nas respostas metabdlicas, hepatica e renal. Assim como a utilizacdo do
probidtico ndo causou efeitos toxicos, sendo possivel o utilizar sem alterar os metabdlitos
séricos, hepatico e renal.

A néo diferenca na creatinina indica que ndo houve comprometimento das fungdes
renais, assim como nas pesquisas de Konan et al. (2007). AlteracGes nas atividades das enzimas
ALT e AST podem ser usadas para diagnosticos de doencas hepaticas. Ndo haver diferencas
entre os tratamentos indica que o uso de probidticos ndo comprometeu o funcionamento do
figado, o que corrobora com o estudo realizado por Schmidt et al. (2007), os quais utilizaram
Lactobacillus, Acetobacter e leveduras do género Pichia na dieta de frangos de corte e ndo
verificaram alteragcdes nas atividades da ALT e AST.

Segundo Al-Saad et al. (2014), o uso de probiotico Bacillus subtilis na dieta de frangos
de corte pode reduzir o valor do colesterol e triglicerideos devido a maior hidrélise bacteriana
dos sais biliares no intestino, porém essa reducdo néo foi observada no presente estudo.

Para morfometria intestinal (Tabela 5) ndo foram encontradas diferencas (P>0,05)
entre os tratamentos. Aves que ndo receberam antibiotico e probidtico na alimentacdo tendem
a apresentar maior relacdo vilo:cripta e uma maior area de absorcdo, pois demandam maior
densidade energética para desenvolvimento das criptas e vilos, 0 que pode ocasionar um menor

desempenho das aves até os 28 dias de idade.
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Tabela 5. Morfometria intestinal, jejuno, aos 28 dias de aves desafiadas com Salmonella
Heidelberg e alimentadas com dietas contendo ou ndo probidtico

Tratamento Altura de Vilo Profundidade de Relagéo Area de absorcao
(um) Cripta (um) V:C (um?)

CP 859,58 157,38 5,88 12,73

CN 844,38 139,50 6,24 13,56

PROBR 886,00 162,50 5,67 11,90

PROBC 889,50 126,63 6,92 13,62

PROBRC 823,05 144,25 5,95 12,80

EPM 134,58 29,45 1,39 3,44

CV (%) 15,64 20,17 22,72 26,58

P 0,843 0,133 0,481 0,850

CP= Controle Positivo; CN= Controle Negativo; PROBR= Probidtico na racdo; PROBC= Probiotico na cama;
PROBRC= Probidtico na racdo e na cama; EPM= erro padrdo da média; CV (%) = coeficiente de varia¢do; P=
probabilidade pelo teste de Tukey a 5%.

Min et al. (2016) demonstraram que a suplementacdo com Bacillus subtilis e
mananoligossacarideos, em dietas basais para frangos de corte de 21 a 42 dias de idade,
aumentou o ganho de peso em 1,17% e altura de vilosidades duodenais, melhorando a
superficie de absorc&o.

Mountzouris et al. (2015) observaram que a Salmonella pode reduzir o desempenho
em frangos de corte por intervir na integridade intestinal. E possivel que o dano que a bactéria
promova na mucosa no TGI dos frangos ao lesionar o epitélio intestinal interfira na digestéo e,
principalmente, na absor¢édo dos nutrientes (BORSOI et al., 2011).

A profundidade de cripta indica a renovacao celular existente nos vilos em resposta a
perda de células pela descamacao ou inflamacdes de patdgenos e toxinas produzidas por eles.
Quando a intensidade da renovacéo celular é aumentada, mais energia da dieta € requerida, 0
que pode proporcionar menor disponibilidade energética para o crescimento do animal
(SANTOS et al., 2019).

Segundo He et al. (2019) e Ramlucken et al. (2020), a composicdo probiotica é
importante porque certas bactérias, como o B. subtilis, sdo aerobias e fornecem um ambiente
adequado para Lactobacilos e Bifidobactérias em condi¢des anaerobias, que subsequentemente
produzem acidos e reduzem o pH intestinal, prevenindo o crescimento de microrganismos
patogénicos.

A suplementacdo probiotica em aves pode favorecer a histomorfometria intestinal,
tendo assim resultados positivos, pois tende a apresentar um aumento da superficie intestinal

de absorcdo de nutrientes (Muthusamy et al., 2011). Wang et al. (2016) relataram que a
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suplementacdo dietética de levedura probiotica (S. cerevisiae) foi capaz de aliviar a inflamagéo
induzida por Salmonella em frangos de corte.

Os probi6ticos conseguem gerar acidos organicos, dificultando a sobrevivéncia e
multiplicagdo de pat6genos, diminuindo o risco de infecg¢do, garantindo a homeostase da
mucosa intestinal, mantendo-a em boas condi¢cdes (SAINT-CYR et al., 2017).

As bactérias probioticas também protegem os vilos e as superficies absortivas contra
toxinas produzidas pelos microrganismos patogénicos, permitindo, assim, a regeneracao da
mucosa intestinal lesada (DOBROGOSZ et al., 1991). Tamanho e densidade das vilosidades
estdo diretamente relacionados com perda de células (extrusao) e renovacao celular (turnover)
pelo epitélio da mucosa intestinal (MAIORKA et al., 2002). O equilibrio entre esses dois
processos determina um turnover constante, a manutencdo do tamanho dos vilos, manutencao
da capacidade digestiva e de absorg¢éo intestinal.

O aumento da profundidade de cripta favorece uma maior proliferacdo celular
garantindo assim uma renovacao epitelial, compensando perdas que ocorrem nas extremidades
das vilosidades (PLUSKE et al., 1997). As divisGes mitoticas nas criptas respondem por cerca
de 60% da proliferacdo celular, a regido média dos vilos por 32% e a regido apical por 8%
(HERDT et al., 2004).

O aumento na relacdo vilos:cripta pode ser um indicativo de melhor capacidade
digestiva e absortiva do intestino delgado, porém ela ndo € um fator determinante, a altura de
vilo e o tipo celular s&o fatores mais relevantes, assim como a quantidade de muco que essas
células produzem (AGYEKUM; NYACHOTI, 2017; PICKLER et al., 2012).

O muco é produzido por células caliciformes, quando produzido em grande
quantidade significa que pode haver algum tipo de desafio sanitario que demande maior
producdo, esse muco em excesso pode trazer prejuizos para as aves, pois aumenta o transito
intestinal, reduzindo a absor¢éo dos nutrientes (PICKLER et al., 2012).

Para a contagem de Salmonella spp. no ceco, logio UFC g, aos 14 e 28 dias (Tabela
6), ndo foram encontradas diferencas (P>0,05) entre os tratamentos. O principal local de
colonizacdo da Salmonella em aves é o ceco, elas se infectam por via oral em funcdo da
presenca da bactéria no ambiente, e quando esse patdgeno chega ao intestino, invade as células
epiteliais e os leucocitos sdo atraidos para o local, iniciando assim a fase sistémica da infeccéo
(MUNIZ, 2012).
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Tabela 6. Contagem de Salmonella spp. no ceco, logio UFC g%, de aves desafiadas com
Salmonella Heidelberg e alimentadas com dietas contendo ou ndo probidtico

Tratamento 14 dias 28 dias
CP 3,88 1,76
CN 3,48 1,57
PROBR 3,41 1,45
PROBC 3,25 1,75
PROBRC 3,51 1,59
EPM 1,26 0,74
CV (%) 35,87 45,77
P 0,894 0,912

CP= Controle Positivo; CN= Controle Negativo; PROBR= Probidtico na racdo; PROBC= Probidtico na cama;
PROBRC= Probidtico na racéo e na cama; EPM= erro padrdo da média; CV (%) = coeficiente de variacdo; P:
probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis a 5%.

Quando se tem reducdo da quantidade de Salmonella Heidelberg nos cecos das aves
mostra que ha alguma substancia responsavel pela comunicacao entre as bactérias (ADAK et
al., 2011), sendo que Zhen et al. (2018) verificaram maior incidéncia de Lactobacilos sp. e
Bifidobacterias e menor de Salmonella no ceco de frangos que receberam o Bacilllus coagulans
na racao.

Estudos realizados por Menconi et al. (2011) constataram que probi6tico a base de
Lactobacillus spp. na dgua de bebida, reduziu a presenca de Salmonella Heidelberg em tonsilas
e conteldo cecal em 24 e 72 horas ap6s o desafio em frangos de corte. As bactérias probidticas
podem exercer atividades imunomoduladoras através de suas interagdes com o sistema
imunolégico do hospedeiro. Essas interagdes podem levar ao aprimoramento de anticorpos
naturais e antigenos-especificos (DAVIES et al., 2009; AMIT-ROMACH et al., 2010; CAl et
al., 2010).

O controle de unidades formadoras de coldnias no ceco pode estar correlacionado com
a excluséo competitiva, em que o probidtico compete com os patdgenos por sitios de fixacdo e
nutrientes, impedindo sua adesdo na célula alvo (CROSS, 2002). Componentes dos probidticos
podem produzir e liberar bacteriocinas, acidos organicos e peroxido de hidrogénio, que podem
ter acdo antibacteriana em relagéo as bactérias patogénicas (SILVA, 2000).

Aos 28 dias verificou-se menor porcentagem de matéria seca (MS) para as aves do
CN e para as aves do PROBC (P<0,05), enquanto para a concentra¢do de amonia foi observada
uma maior concentracdo (P<0,05) no controle negativo quando usado o probio6tico somente na
cama, se comparado aos demais tratamentos. Na qualidade de cama n&o foram encontradas
diferencas (P>0,05) para MS, concentracdo de aménia e pH aos 40 dias do periodo

experimental (Tabela 7).
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Tabela 7. Qualidade da cama de frangos de corte desafiados com Salmonella Heidelberg e
alimentados com dietas contendo ou ndo probiotico

28 dias 40 dias

Tratamento MS (%) mgNH3 pH MS (%) mgNH;3 pH

CP 63,672 1,641° 8,69 68,87 7,86 8,88
CN 58,93 2,187 8,43 66,35 9,58 8,90
PROBR 62,50% 1,707° 8,67 69,08 8,74 8,87
PROBC 58,42° 2,719? 8,43 70,79 7,36 8,88
PROBRC 61,91%¢ 1,624° 8,62 67,72 7,57 8,89
EPM 2,49 0,41 0,26 6,00 1,92 0,14
CV (%) 4,07 21,18 3,07 8,76 23,52 1,59
P 0,0004 0,0001 0,1438 0,661 0,169 0,997

CP= Controle Positivo; CN= Controle Negativo; PROBR= Probiético na racdo; PROBC= Probidtico na cama;
PROBRC= Probiético na ragdo e na cama; EPM= erro padrdo da média; CV (%) = coeficiente de variacao; MS=
Matéria seca; mgNH;= Concentragdo de amdnia *>¢; Médias seguidas de letras diferentes, diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5%.

A auséncia de influéncia do uso de probidticos sobre a porcentagem de umidade na
cama dos frangos de corte também foi relatada por De Cesare et al. (2017). Com a maior
excrecdo de &gua pelas aves a umidade da cama tende a aumentar, podendo o fato ser
ocasionado por problemas sanitarios nos animais ou pela presenca de substancias que causem
distdrbios intestinais nas aves (VIEIRA et al., 2015).

A umidade controla a volatilizacdo da amonia, ja 0 aumento da umidade na cama vai
ocasionar uma maior liberagdo de aménia. O pH da cama também influencia a liberacdo de
amonia, que diminui quando o pH se encontra abaixo de 7,0 (CARVALHO et al., 2011).

Estudos semelhantes também nédo observaram efeitos sobre as variaveis de qualidade
de cama, como umidade (DE CESARE et al., 2017), pH e ambnia (FURTADO et al., 2010).
Melo (2018), utilizando bactérias dos géneros Lactobacillus e leveduras, como probiotico para
frangos de corte, ndo encontrou influéncia do probiotico sobre a volatilizacdo da aménia,
diferindo dos resultados encontrados por Sharma et al. (2017).

Em trabalho realizado por Zhang et al. (2013), utilizando suplementacéo dietética de
B. subtilis, observou-se reducdo na emissdo de NHz em aves, que pode estar relacionada a
melhora da atividade das enzimas endogenas e a utilizagdo de nitrogénio (SANTOSO et al.,
1999; TANAKA; SANTOSO, 2000).
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3.4 Conclusoes

As aves desafiadas com Salmonella Heidelberg tém seu desempenho comprometido,
e a utilizacdo do probidtico na ragdo e cama composto por Bacillus thurigiensis, Bacillus
amilolyquefaciens, Bacillus subtilis e Saccharomyces cerevisiae mostrou-se eficaz em
substituir os antibioticos, pois proporciona uma melhor conversdo alimentar das aves de 1 a 42
dias de idade, melhora a qualidade de cama aos 28 dias e ndo altera os metabdlitos séricos e 0

metabolismo hepatico e renal das aves, assim como a morfologia intestinal.
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