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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito da substituicdo da bacitracina de zinco por
simbidtico a partir das fases de cria, recria e producdo sobre os parametros hematolégicos e
bioquimicos, desenvolvimento de 6rgédos e contagem e resisténcia a antibiéticos de Clostridium
perfringens isolados do ceco de poedeiras em fase final de postura. Um experimento foi
conduzido com galinhas poedeiras de 70 a 90 semanas de idade, em um delineamento
inteiramente casualizado, composto por seis tratamentos, com seis repeti¢cbes, sendo trés
repeticdes contendo 5 aves, e trés repeticdes contendo 6 aves, totalizando 198 poedeiras. Os
tratamentos foram constituidos de quatro dietas experimentais, sendo duas dietas base, sendo a
primeira composta por milho e farelo de soja (RMS) e a segunda composta por milho, farelo de
soja e farinha de carne e o0ssos - sem aditivos (FCO), e outras duas dietas com inclusdo de
aditivos a dieta FCO, com 0,05% de bacitracina de zinco (BAC) e com 0,1% de aditivo
simbiotico, sendo essa ultima fornecida a trés grupos de aves, um com aves que ji vinha
recebendo o simbidtico desde fase de cria, ou seja desde um dia de idade (SIMC), outro que ja
vinha consumindo desde a recria, ou seja, a partir de 6 semanas de idade (SIMR) e outro que
iniciaram o consumo do simbidtico a partir de 17 semanas de idade, inicio da producédo (SIMP).
As 89 e 90 semanas de idade foram coletadas amostras de sangue para realizar as analises de
hematologia e de bioquimica sérica. No fim da 902 semana as aves foram eutanasiadas uma ave
por repeticdo para realizar a mensuragdo de peso, comprimento dos 6rgdos e pH do contetdo
luminal e contagem e resisténcia de C. perfringens no contetido cecal. Fra¢Ges do instestino
delgado foram usados para avaliar a histomorfometria. As variaveis foram analisadas pelo
PROC GLM do programa SAS OnDemand sendo as médias comparadas pelo teste de Contraste
Ortogonais (P<0,05). Os contrastes consistiram C1: RMS vs FCO; C2: FCO vs BAC; C3: BAC
vs SIMC; C4: BAC vs SIMR e C5: BAC vs SIMP. Para o C1 houve diferenca significativa
para &cido drico (URI) e contagem de C.perfringens, onde o tratamento FCO apresentou menor
concentracdo de URI e maior contagem de C.perfringens. No C2, houve diferenca para as
variaveis trombdcitos (TROMB), proteinas totais (PT), aspartatato aminotrasnferase (AST),
lactado desidrogenase (LDH), fésforo (FOS), colesterol (COL) e comprimento de ceco (CEC),
onde o BAC apresentou maiores concentragdes de enzimas hepaticas, FOS e COL e menor
namero de TROMB e menor tamanho de CEC. No C3 houve diferenca para eosinéfilos (EOS),
o tratamento SIMC obteve uma maior média, as enzimas hepéticas e FOS tiveram menor
concentracdo no SIMC e maior concentracdo de proteinas de alta densidade (HDL) e uma
menor contagem C.perfringens no mesmo tratamento. No C4, obteve-se diferencas
significativas semelhantes ao C3, com excec¢do da inclusdo de diferenca nos linfocitos (LIN),
LDH, peso relativo do figado e pH de papo, onde o SIMR apresentou maior média de LIN,
menor concentracdo de LDH, menor proporc¢éo de figado e pH de papo mais acido comparado
com o0 BAC. O contraste 5 apresentou mesmo comportamento para enzimas hepaéticas, fosforo
e HDL do C3, o mesmo para pH de papo e proporcdo do FIG no C4 e maior pH de conteido
cecal do tratamento SIMP em relacdo ao BAC. O simbidtico melhorou a histomorfometria
(&rea e altura de vilosades) do jejuno, duodeno e ileo, se comparado aos outros tratamentos. E
aumentou a susceptibilidade dos antibioticos ao C.perfringens isolados. Conclui-se que o
simbiotico se destaca como um bom substituto a bacitracina de zinco, pois proporciona melhor
estado hemato-bioquimico, satude dos 6rgéos, melhora as condigdes histomorfométricas do
intestino delgado e reduz a colonizacdo de Clostridium perfringens e sua resisténcia a diversos
antibioticos. E considerando o conjunto de dados obtidos, a fase de recria seria 0 melhor
momento para inser¢do do simbidtico para manter as poedeiras saudaveis até as 90 semanas de
idade.

Palavras-chaves: prebidtico, probiotico, saude intestinal, microbiota



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of replacing zinc bacitracin with a symbiotic
on starting in the rearing, growing and production phases on hematological and biochemical
parameters, organ development and Clostridium perfringens antibiogram and count in the
cecum of layers hens in the late phase. An experiment was conducted with laying hens, 70 to
90 weeks of age, in an entirely randomized design, composed of six treatments, with six
repetitions, three repetitions containing 5 birds, and three repetitions containing 6 birds, totaling
198 birds. The treatments consisted of four experimental diets, two base diets, the first
composed of corn and soybean meal (RMS) and the second composed of corn, soybean meal
and meat and bone meal - without additives (FCO), and two other diets with inclusion of
additives to the FCO diet, with 0.05% zinc bacitracin (BAC) and 0.1% of symbiotic additive,
The latter was fed to three groups of birds, one with birds that had already been receiving the
symbiotic since the rearing phase, i.e., since one day of age (SIMC), another that had already
been consuming it since rearing, i.e., starting at 6 weeks of age (SIMR), and another that
initiated the consumption of the symbiotic at 17 weeks of age, the beginning of production
(SIMP). At 89 and 90 weeks of age, blood samples were collected to perform hematology and
serum biochemistry analyses. At the end of the 90th week the birds were euthanized one bird
per replicate to measure weight, organ length, and pH of the luminal contents and count and
resistance of C. perfringens in the cecal contents. Segments of the small intestine were used to
evaluate histomorphometry (duodenum, jejunum and ileum). Variables were analyzed by
PROC GLM of the SAS OnDemand program and means were compared by the Orthogonal
Contrast test (P<0.05). The contrasts consisted of C1: RMS vs FCO; C2: FCO vs BAC; Ca:
BAC vs SIMC; C4: BAC vs SIMR; C5: BAC vs SIMP. For C1 there was significant difference
for uric acid (URI) and C.perfringens count, where FCO treatment showed lower URI
concentration and higher C.perfringens count. In C2 there was difference for the variables
thrombocytes (TROMB), total proteins (PT), aspartate aminotrasnferase (AST), lactate
dehydrogenase (LDH), phosphorus (FOS), cholesterol (COL) and caecum length (CEC), where
BAC showed higher concentrations of liver enzymes, FOS and COL and lower number of
TROMB and smaller size of CEC. In C3 there was a difference for eosinophils (EOS), SIMC
treatment obtained a higher mean, liver enzymes activity and FOS had lower concentration in
SIMC and higher concentration of high density proteins (HDL) and a lower C.perfringens count
in the same treatment. In C4 it obtained significant differences similar to C3, except for the
inclusion of difference in lymphocytes (LIN), LDH, liver relative weight and pap pH, where
SIMR had higher mean LIN, lower LDH concentration, lower liver proportion and more acidic
pap pH compared to BAC. Contrast 5 showed the same behavior for liver enzymes, phosphorus
and HDL in C3, the same for pap pH and proportion of FIG in C4 and higher caecal content pH
of SIMP treatment compared to BAC. The symbiotic improved the histomorphometry (villus
area and height) of the jejunum, duodenum and ileum compared to the other treatments. And it
increased the susceptibility of antibiotics to C.perfringens isolates. It is concluded that the
symbiotic stands out as a good substitute for zinc bacitracin, as it provides better hemato-
biochemical status, organ health, improves histomorphometric conditions of the small intestine
and reduces Clostridium perfringens colonization and its resistance to various antibiotics.
Considering all the data obtained, the rearing phase would be the best time to introduce the
symbiotic to maintain healthy layers up to 90 weeks of age.

Keywords: prebiotic, probiotic, gut health, microbiota
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1 INTRODUCAO

Desde 1970, agéncias internacionais como a Organizacdo Mundial de Saude (WHO),
Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), Organizacdo das Nacdes Unidas para a
Alimentacdo e Agricultura (FAO), Administracdo de Alimentos e Medicamentos (FDA),
lancam normativas severas por meio de uma campanha publica global para limitar ou proibir o
uso de antibidticos como aditivo alimentar. No dia 28 de janeiro de 2022 entrou em vigor uma
lei que proibe totalmente o uso de antibidticos como aditivo na alimentacdo animal na Unido
Europeia, considerando que esta pratica seja um dos fatores associados ao desenvolvimento da
resisténcia microbiana (CARUSO, 2018; EUROPE UNION, 2022; FAO, 2020).

Tendo em vista o impacto da dindmica das relagcdes do agronegdcio brasileiro e europeu,
faz-se necessario a utilizacdo abrangente de novas estratégias nutricionais. Possibilidades vém
sendo consideradas, com o objetivo de substituir os antibi6ticos por produtos naturais que nao
promovam a resisténcia bacteriana, entre estas possibilidades estdo os simbioticos
(MOHAMMED et al., 2019).

Simbioticos sdo descritos como uma mistura de microrganismos Vvivos e substratos
seletivamente utilizados pelos mesmos que conferem beneficios a salide do hospedeiro
(SWANSON et al., 2020). A combinacao de probi6ticos e prebidticos de forma complementar
afeta positivamente o hospedeiro ao estimular seletivamente o crescimento e/ou ativar o
metabolismo de bactérias benéficas e reduzir a incidéncia de resisténcia bacteriana
(HAMASALIM, 2016; SWANSON et al., 2020).

A suplementacdo de probioticos na alimentacdo de aves € vista como um melhorador de
desempenho produtivo (SJOFJAN et al., 2020), responsavel por aumentar a digestibilidade de
nutrientes (MOUNTZOURIS et al., 2010), amplificar a riqueza microbiana do ceco (LV et al.,
2022), melhorar a resposta imune (KHATTAB et al., 2021) e reduzir os niveis de colesterol
sérico e da gema de galinhas poedeiras (DENG et al., 2020). A ingestdo de prebioticos pode
conceder vantagens para a saude das aves, como, a modulagdo da microbiota colica,
aumentando o numero de bactérias probidticas especificas, como os lactobacilos e
bifidobactérias (MOOKIAH et al., 2014), auxilio na reducdo de bactérias patogénicas (1JI;
TIVEY, 1998) e melhora da absorcao intestinal de minerais (YAN et al., 2019).

E evidenciado que um produto simbidtico pode proporcionar melhor modulagdo da
microbiota intestinal em comparacdo a aplicacdo separada de probiodticos e prebidticos e

consequentemente reduzir a incidéncia de bactérias potencialmente patogénicas, como
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Clostridium perfringens em aves (BIGGS; PARSONS; FAHEY, 2007; SLIZEWSKA et al.,
2020; VILLAGRAN-DE LA MORA et al., 2019).

Clostridium perfringens é uma bactéria facultativamente anaerobica, em forma de
bastonete, gram-positiva, conhecida por produzir mais de 20 toxinas extracelulares que
contribuem para a fisiopatologia de uma série de doencas histotoxicas e enterotdxicas, incluindo
a enterite necrdtica em aves (KIU; HALL, 2018).

As cepas de C. perfringens sdo classificadas em sete toxin6tipos (do A até G), sendo a
maioria dos genes dessas toxinas transportadas por plasmideos conjugativos, alguns deles
resistentes a antibioticos (ADAMS et al., 2018). O tipo G de C. perfringens, que produz a alfa-
toxina (CPA) e a toxina de formacdo de esporos tipo B (NetB), é responséavel por causar a
enterite necrotica em aves (KEYBURN et al., 2010; SMYTH; MARTIN, 2010), que é uma
doenca economicamente importante, que resulta em perdas anuais de aproximadamente 2
bilhdes de dolares para o setor avicola mundialmente (LATORRE et al., 2018).

Estudos recentes demonstram os beneficios dos prebioticos e probidticos sobre a satde
de galinhas poedeiras (BOUASSI et al., 2021; KIMMINAU et al., 2021; YAQOOB et al.,
2021), entretanto, os resultados nao sdo conclusivos a respeito da melhor fase da vida da ave
para sua incluséo. Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito da substituicdo da bacitracina de
zinco por simbidtico a partir das fases de cria, recria e producdo sobre os parametros
hematol6gicos e bioquimicos, condi¢cdes de 6rgdos (peso, comprimento e pH), contagem e

resisténcia de Clostridium perfringens de poedeiras em fase final de postura.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 MICROBIOTA INTESTINAL DAS AVES

2.1.1 FUNCAO DA MICROBIOTA GASTROINTESTINAL

Todo trato gastrointestinal (TGI) das galinhas € colonizado por comunidades
microbianas complexas, compostas por virus, protozoarios, fungos, bactérias e arqueas (WEI,
MORRISON; YU, 2013). O conjunto de intera¢Ges entre 0 microbioma das aves e o hospedeiro
vem sendo bastante estudado por muitos pesquisadores (KUMAR et al., 2018; KOGUT, 2017,
YITBAREK, A et al 2018; WARD, T.L. et al. 2019), tendo em vista que tais fatores
desempenham importantes funces na fisiologia, morfologia intestinal e nutricdo das aves
(GERRITSEN etal., 2011; KAU et al., 2011).

Uma microbiota intestinal em equilibrio traz beneficios e custos para o hospedeiro. As
principais atribuicdes que sdo dadas pela microbiota em equilibrio, sdo a diminuicdo de
bactérias patogénicas ou ndo nativas através do mecanismo de exclusdo competitiva, o estimulo
do sistema imune das aves e as contribui¢des para 0 metabolismo de nutrientes dos hospedeiros
(DIBNER; RICHARDS, 2005). Estudos anteriores estabeleceram que animais criados de forma
convencional sdo menos susceptiveis aos microrganismos patogénicos quando comparados
com animais germ-free (AL-ASMAKH e ZADJALLI, 2015; KOOPMAN et al., 1984). Além
disso, a microbiota em simbiose pode estimular o desenvolvimento do sistema imune, incluindo
a estimulagdo da mucosa intestinal, das células imunitérias intestinais (células T, células
produtoras de imunoglobulinas e células fagocitarias) e da lamina propria. Estes tecidos
compdem barreiras entre as bactérias e o hospedeiro, auxiliando no combate a microrganismos
intestinais indesejaveis (OAKLEY et al., 2014; SHAKOURI et al., 2009).

Na porcdo distal do intestino das aves, a microbiota também produz energia e nutrientes
como aminoacidos, &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), vitaminas e aminoacidos a partir do
alimento ndo digerido, sendo estes disponiveis eventualmente para o hospedeiro (DIBNER,;
RICHARDS, 2005). Estes AGCC possuem componentes bacteriostaticos capazes de eliminar
bactérias patogénicas, tais como Salmonella spp e Clostridium perfringens (RICKE, 2003;
TIMBERMONT et al., 2010). Os AGCC também séo uma fonte de energia para 0s animais e
podem aumentar o estimulo para a proliferacdo de células epiteliais do intestino, assim,
aumentando area de absor¢édo gastrointestinal (DIBNER; RICHARDS, 2005).

Em contrapartida, a microbiota benefica traz custos para o hospedeiro. No intestino

delgado e na moela, os microrganismos competem com o hospedeiro por energia e proteina.
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Tanto no intestino proximal como no distal, as bactérias produzem metabolitos toxicos e
catabolizam os &cidos biliares, que podem reduzir o crescimento das aves e diminuir a
digestibilidade da gordura (GASKINS; COLLIER; ANDERSON, 2002). Na presenca de uma
microbiota diversificada, a camada intestinal de muco aumenta a secre¢do de mucina e o turn
over das células epiteliais, mantendo assim o trato gastrointestinal lubrificado ao mesmo tempo
em que impossibilita que os microrganismos invadam as células epiteliais intestinais das aves.
O sistema imunitario intestinal mais desenvolvido secreta IgA, gue se liga especificamente aos
determinantes antigénicos bacterianos, auxiliando a regular a composi¢do bacteriana no
intestino (SUZUKI; NAKAJIMA, 2014). Embora geralmente benéficos, estes processos
aumentam a demanda de energia e proteina do hospedeiro influenciando diretamente no

desempenho de crescimento das aves.

Uma microbiota intestinal desequilibrada é frequentemente denominada como uma
microbiota em disbiose, que pode ser conceituada como um desequilibrio qualitativo e
quantitativo da microbiota normal no intestino delgado, que pode trazer reacfes adversas ao
TGI, incluindo a diminuicdo da funcdo da barreira intestinal (como a reducéo das vilosidades
intestinais) e da méa digestdo dos nutrientes, dessa forma aumentando o risco de colonizacao de
bactérias patogénicas que possam causar uma resposta inflamatéria. Tanto as condicGes de
estresse infeccioso como ndo infeccioss podem levar a disbiose. As causas infecciosas incluem
o desafio bacteriano, viral, coccidiose ou metabolitos toxicos, como as toxinas produzidas por
bactérias como o Clostridium perfringens. Os agentes ndo infecciosos incluem fatores de
desequilibrios nutricionais, estresse ambiental, micotoxinas e disfungdo genética ou enzimatica
do hospedeiro (TEIRLYNCK et al., 2011).

A microbiota gastrointestinal pode ainda ser classificada como a microbiota da mucosa
e a microbiota luminal. A composi¢do da microbiota relacionada a mucosa € influenciada por
varios agentes do hospedeiro, tais como a expressao de sitios especificos de adesdo na
membrana do enterdcito, a secrecdo de imunoglobulinas e a proporcéo de producdo de muco.
A composicdo da microbiota luminal é estabelecida pelos nutrientes disponiveis, pela taxa de
passagem de alimentos e pela presenca de substancias antimicrobianas. A microbiota da mucosa
e a microbiota associada ao limen também se influenciam de forma mutua, por isso, é de suma
importancia considerar que a dieta pode modificar tanto a microbiota da mucosa quanto a do
limen e, por consequéncia, influenciar a saude intestinal (JEURISSEN SH1 et al., 2002).
Estudos ja comparam a composicdo taxondmica nessas duas particbes em aves e destacam

como a variabilidade muda de acordo com o alimento ou aditivo nas dietas das aves (AWAD
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et al.,, 2016; METZLER-ZEBELI et al., 2019; PARASKEUAS; MOUNTZOURIS, 2019),
porém ndo foi evidenciado ainda estudos sobre as fungdes metabdlicas destes dois habitats
microbianos. No entanto, o continuo estudo sobre as variacdes entre as comunidades
bacterianas do limen e da mucosa e estudos acerca das funcGes metabolicas sobre a microbiota
de cada particdo é de grande importancia para melhor entendimento em relacdo a modulacéo
da microbiota intestinal em aves. Além disso, o estudo da comunidade bacteriana ligada a
mucosa é fundamental para compreender as respostas da mucosa do hospedeiro, uma vez que
todas as alteracdes na imunidade da mucosa podem ter implicacdes na satde e no desempenho
produtivo das aves (BORDA-MOLINA et al., 2016).

2.1.2 COMPOSICAO DA MICROBIOTA GASTROINTESTINAL

O intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) das aves tem como funcdo principal a digestao
e a absorcdo de nutrientes do alimento (SOUSA et al., 2015). Assim como esses
microambientes do intestino delgado, outros ambientes, como es6fago, papo, proventriculo e
moela hospedam coldnias microbianas que executam importantes funges no crescimento,
salide e desempenho produtivo do animal (CHRISTOFOLI et al., 2020).

A composicao da microbiota do TGl em galinhas poedeiras se difere entre os segmentos, e
sua composicao é reflexo das mudancas fisico quimicas dos diferentes microambientes (Figura
1). O pH do compartimento, os substratos de crescimento, o potencial oxidagdo-reducéo, as
secrecdes antibacterianas e os metabdlitos do hospedeiro e da microbiota influem diretamente
na eficiéncia de colonizacdo dos microrganismos nos segmentos intestinais. Os segmentos da
parte proximal do intestino sdo caracterizados por pH baixo, que seleciona bactérias acido
tolerantes e elimina a maioria dos microrganismos patogénicos (THOMPSON; HINTON,
1997).
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DUODENO T
Clostridium, Anaerotruncus, Bacillus, Bifidobacterium, Blautia,
. . Butyricicoccus, Clostridium, Coprobacillus, Coprococcus,
Fﬂecahbactermm, Corynebacterium, Dorea, Enterococcus, Escherichia,
Lactobacillus e Eubacterium, Faecalibacterium, Flavibacterium,
PROVENTRICULO : i 2. Klebsi, :
Streptococcus Fusobacterium, Holdemania, Klebsiella, Lactobacillus,

Lactococcus, Megamonas, Ochrobactrum, Oscillospira,
Paenibacillus, Pediococcus, Porphyromonas, Prevotella,

Lactobacillus

Pseud. Rik lla, R coccus, Staphylococcus,
Streptococcus, Symbiob rium, Trabulsiella, and Weissella
PAPO
Acinetobacter,
Bacillus, Blautia,
Butyrivibrio,
Enterococcus,
Lactobacillus,
Porphyromonas, ILEO
Pseadomonas, / Alistipes, Alloprevotella
Stap I-l.\.'IOCOCCIIS, MOELA Bacteroides, Candidatus,
e Veillonella : 3 i
Enterococcus e Lactobacillus  JEJUNO Clostridium, Enterococcus,

Enterococcus e Escherichia, Fusobacterium
Faecalibacterium Lactobacillus, Pseudomonas
Rombutsia e Turicibacter

Figura 1. A composicdo de microrganismos que predominam e a variacao da diversidade do

microbiota do TGl em diferentes segmentos das aves. Adaptado de (KHAN et al., 2020

O papo é responsavel por armazenar o alimento durante periodos sem alimento e, por
umedecer o alimento antes da digestdo enzimatica, hospedam aproximadamente 108 a 10°
bactérias por grama de contetido do papo (KIERONCZYK et al., 2016; YEOMAN et al., 2012).
A microbiota do papo € dominada em sua maioria por Bacillus, Blautia, Enterococcus,
Lactobacillus, Pseudomonas e Staphylococcus (SAXENA et al., 2016). As bactérias que
produzem acido latico, como os Lactobacillus, podem colonizar quase que totalmente esse
segmento, reduzindo sua proporcao ao longo do TGl (CHRISTOFOLLI et al., 2020).

O proventriculo é considerado como o verdadeiro estdmago das aves. O proventriculo é a
parte do TGI que secreta &cido cloridrico e pepsina, auxiliando na digestdo quimica e producéo
do quimo, enquanto a moela atua como fungdo mecénica sobre os alimentos (BEDFORD,
2006). Conjuntamente, tais 0rgdos abrigam menos bactérias, devido a acidez do ambiente
(REHMAN et al., 2007). A moela tem aproximadamente 107 a 108 de bactérias por grama de
quimo. As populagbes bacterianas predominantes na moela de frango incluem
Enterobacteriaceae e Lactobacillus (YEOMAN et al., 2012). Dentro do que foi reportado, no
proventriculo a populagdo de microrganismos é de 10* a 108 UFC/g de bactérias. A microbiota

do proventriculo das aves é dominada por Lactobacillus, semelhante a moela, mas ao contrario
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do papo, os Lactobacillus ndo aderem ao epitélio do proventriculo (FULLER; TURVEY, 1971,
OAKLEY etal., 2014).

O intestino delgado das aves € dividido em trés diferentes segmentos: o duodeno, o jejuno,
e 0 ileo. O duodeno tem um curto tempo de transito com um pH baixo, que funciona para ativar
as enzimas. As secrecOes pancreéaticas e biliares ajudam na digestdo, acabando por diluir o
quimo e limitar o ndmero de bactérias capazes de colonizar o TGl (REHMAN et al., 2007). E
observado que a microbiota duodenal de aves consiste principalmente de Clostridios,
Estreptococcus, Enterobacterias e Lactobacillus (WAITE; TAYLOR, 2015). Portanto, quando
0 quimo entra no jejuno e no ileo, ha uma queda nas atividades enzimaticas digestivas, e 0s
acidos biliares sdo desconjungados, facilitando, assim, a colonizacdo bacteriana com o aumento
do pH nas porcbes seguintes (REHMAN et al., 2007), sendo o jejuno habitado por
Lactobacillus, Estreptococcus e Proteobacterias e o ileo por Lactobacillus, Enterococcus,
Bifidobacterium, Bacteroides, Streptococcus, Clostridium, Fusobacteriume e Coliformes O
jejuno e ileo tem aproximadamente 108 a 10° bactérias por grama de digesta, enquanto o
duodeno tem 10%a 10° (STANLEY; HUGHES; MOORE, 2014).

Os cecos contribuem em diversas funcdes na fisiologia aviaria, como a, reciclagem de
nitrogénio, a absorcdo de agua e os eletrolitos. A microbiota cecal é capaz de realizar
fermentacdo de alimento e sintetizar metabolitos, como os AGCC, que, em seguida podem ser
utilizados pelo hospedeiro. O segmento intestinal possui a maior densidade bacteriana das aves,
este segmento possui pH de contetdo cecal que varia 6,0 a 7,0 e uma concentracao bacteriana
de 10 a 102 ufc/g, podendo ser colonizado por Lactobacillus, Bacterioides, Proteobacteria,
Bacillus, Clostridium, Bifidobacterium, Fecalibacterium, Ruminococcus, Eubacterium e
Fusobacterium (STANLEY; HUGHES; MOORE, 2014; SVIHUS, 2014).

2.1.3 COMPOSICAO MICROBIANA DE ACORDO COM A IDADE

A estruturacdo da microbiota passa por diversas mudancas ao longo da vida das aves em
funcdo das modificacBes na funcdo metabdlica e na densidade celular (SHANG et al., 2018).
As diferencas na estrutura da microbiota alteram-se com a idade, o que, por sua vez, altera a
modulacdo e 0s mecanismos no intestino. A estrutura refere-se a densidade populacional total,
a principal comunidade que coloniza o microambiente, & populacgao nativa e a forma como esses
microrganismos atuam entre si. Em um cenério favoravel, esta estrutura populacional em
equilibrio, pode excluir populacdes bacterianas patogénicas. A estabilidade do intestino reduz

a possibilidade de disbiose, resultando em microbiota saudavel (FEYE et al., 2020).
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A microbiota intestinal aumenta rapidamente do 1° ao 3° dia e, em torno do 7°, a maioria
dos microrganismos que habitam na microbiota madura j& esta presente, portanto, o nimero de
colbnias varia semanas antes de se estabilizarem. Duas semanas apds a eclosao, bactérias
Oscillopira e Ruminococcus aumentam sua populacdo significativamente, em contrapartida o
namero de Enterococcus é reduzido (BALLOU et al., 2016). Ao comparar galinhas com 8 e
30 semanas de idade, € observado que bactérias do género Firmicutes e Bacteroidetes se tornam
mais abundante no TGI (CUI et al., 2017). Ao avaliar o efeito da idade de poedeiras de 1 a 60
semanas de idade na composicao da microbiota intestinal foi observado que Bacteroidetes,
Firmicutes e Proteobacteria formaram a grande maioria populacional da microbiota em todas
as fases avaliadas (VIDENSKA et al., 2014). Esses dados mostram que as bactérias gram-
negativas dominam o intestino em aves mais jovens, enquanto Firmicutes se torna mais presente

na fase final do ciclo de galinhas poedeiras (KHAN et al., 2020).

Quando as galinhas envelhecem, a barreira intestinal € comprometida devido a alteragdes
na constituicdo da microbiota intestinal, e estudos indicam que a reducdo da variacdo da
microbiota possa desencadear a disbiose em aves velhas e, assim, é necessaria a utilizacdo de
equilibradores da microbiota intestinal (BALLOU et al., 2016; MALIK et al., 2019; XU et al.,
2016).

2.2 MELHORADORES DA MICROBIOTA INTESTINAL

Os aditivos alimentares atualmente ganharam grande importancia na indistria avicola no
que se refere a producdo e satde em funcdo dos seus impactos benéficos, como protecdo da
salde intestinal, aumento do desemprenho produtivo e contribui¢do para o sistema imune das
aves (ABD EL-HACK et al., 2020; ALAGAWANY et al., 2016; ARIF et al., 2020; SHEWITA,
TAHA, 2019). Além disso, questdes como a qualidade e processamento dos ingredientes das
dietas, higiene, temperatura ambiental, composicdo genética e salde dos animais, interferem no
desempenho das aves (CHLEBICZ; SLIZEWSKA, 2020; MOHAMED et al., 2019). Portanto,
a industria avicola atingiu altos progressos no seu sistema de producdo nos Gltimos 50 anos
devido a melhorias no manejo, aos avancos na nutricdo e a genética (GADO et al., 2019). A
utilizacdo de aditivos alimentares aumentou e contribuiu para o sucesso alcancado na atual
producdo de aves (CHANGXING et al.,, 2019; SOOMRO et al., 2019). Os aditivos
equilibradores da microbiota sdo frequentemente considerados produtos utilizados para ampliar
a eficacia da utilizagdo dos nutrientes e atuar sobre a melhoria do desempenho das aves
(ASHOUR et al., 2020; SAEED et al., 2019). Existem diversos aditivos alimentares

utilizados na alimentagdo no setor avicola, como antibioticos, prebiotico, probidticos, acidos
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organicos e enzimas (BIN-JUMAH et al., 2020; ELGEDDAWY et al., 2020; HUSSEIN et al.,
2020). Estes sdo incluidos na alimentacdo das aves principalmente para propiciar maior
crescimento atraves do seu efeito no aumento da ingestao de alimento (MAHROSE et al., 2019;
WANG et al., 2019; YATOO et al., 2017).

A utilizacdo de antibidticos em doses subterapéuticas é tipicamente usada para prevenir
doencas e ajudar no ganho de peso (FONG et al., 2016). Porém, 6rgdos mundiais e
consumidores passaram a ver subdosagem de antibidticos de forma negativa e,
consequentemente, em alguns paises, os antibidticos utilizados como essa finalidade foram
totalmente banidos ou seu uso é restrito. E isso se deve principalmente a grande evidéncia de
gue os genes de resisténcia aos antibidticos podem ser transmitidos dos animais, ou produtos
de origem animal, para seres humanos (VIECO-SAIZ et al, 2019; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2006). Mesmo com as proibi¢cdes dos antibioticos pelos érgédos
mundiais (WHO, UE, FDA) principalmente dos antibioticos de interesse a saude humana, no
Brasil, a Normativa de n° 01 de 13 de janeiro de 2020, determinada pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento proibi a utilizacdo dos antibi6ticos tilosina, lincomicina
e tiamulina, porém os antibioticos avilamicina, enramicina, virginiamicina e bacitracina de

zinco ainda sdo permitidos como melhoradores de desempenho para aves (BRASIL, 2020)

2.2.1 BACITRACINA DE ZINCO
A bacitracina é um antibidtico que pertencente a um grupo de polipeptidicos ciclicos de alto
peso molecular sintetizado a partir de Bacillus licheniformis ou subtilis (GONZALES, 2009).

A bacitracina de zinco € o antibiotico mais utilizado em doencas digestivas, tendo em vista
que é ativa contra bactérias gram-positivas e possui pouca absorcdo no trato gastrointestinal. A
bacitracina forma um complexo com undecaprenol pirofosfato (UPP), que é o portador lipidico
necessario para a translocacdo dos precursores do desenvolvimento celular através da
membrana. Ao ligar-se a UPP, a bacitracina evita sua desfosforilacdo, um processo essencial
para a reciclagem do transportador lipidico, interrompendo, assim, a biossintese do polimero
peptideoglicano da parede celular, tornando a bactéria osmoticamente ativa, ocasionando na
sua lise. A sua acdo requer cations bivalentes, como o zinco (GONZALES; CARVALHO
MELLO; CAFE, 2012; THEMA et al., 2019).

Estudos recentes demostram que a bacitracina produz efeitos sobre a diversidade da
microbiota cecal, bioquimica sérica, qualidade de ovos, desempenho e morfologia intestinal de
galinhas poedeiras (MIGLIORINI et al., 2019; NATSIR; WICAKSONO, 2020; RAMIREZ;
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PENUELA-SIERRA; OSPINA, 2021). Entretanto, pouco se conhece sobre 0 uso continuo a
longo prazo da bacitracina de zinco sobre a satide e 0 desempenho de poedeiras. Tendo em vista
que a tendéncia mundial é o banimento e que, em alguns paises, a bacitracina de zinco é proibida
devido a resisténcia bacteriana que possa ser causada, a utilizagdo de outros aditivos como
prebioticos, probidticos e simbidticos sdo vistos como potenciais substitutos
(BOGUSLAWSKA-TRYK et al., 2021).

2.2.2 PREBIOTICO

Prebidtico foi conceituado primeiramente em 1995 por Glenn Gibson e Marcel
Roberfroid, apresentado como um aditivo alimenticio ndo digerivel que atua de forma positiva
sobre o hospedeiro, estimulando o crescimento e atividade de bactérias no célon e, assim,
melhorando a salde do animal. Essa definicdo foi mantida durante 15 anos, sendo
posteriormente modificada, uma vez que, de acordo com esta defini¢cdo, apenas alguns poucos
compostos do grupo dos carboidratos, tais como os de cadeia curta e longa como os fruto-
oligossacarideos (FOS), inulina, e lactulose e galacto-oligossacarideos (GOS), que podem ser
definidos como prebidticos. Em 2008, no sexto Encontro da Associacdo Cientifica
Internacional de Probioticos e Prebidticos (ISAPP) houve a redefinicdo dos prebidticos, que
passaram a ser descritos como um aditivo seletivamente fermentado que resulta em alteragdes
especificas na atividade e na composicao da microbiota e pode conferir beneficios para a saude
do hospedeiro (GIBSON et al., 2010).

Os prebidticos tém sido tradicionalmente representados por um grupo limitado de
carboidratos e compostos associados como mananoligossacarideos (MOS), GOS e (FOS) e
Glucanos (SHOKRI et al., 2018). Estes compostos podem servir como substratos para certos
microrganismos, como as bactérias lacticas e as bifidobactérias (HERNANDEZ et al., 2009;
YOON; MUKERJEA; ROBYT, 2003).

Os prebioticos na dieta de poedeiras alteram a comunidade de bactérias dentro da
microbiota intestinal. A acdo dos prebidticos (Figura 2) é exercida através dessas populagdes
bacterianas alteradas e dos metabdlitos que s&o produzidos. Como nédo sdo digeriveis pelas
enzimas hospedeiras, os prebidticos chegam ao intestino onde estdo disponiveis para a
microbiota residente como nutriente, sendo fermentados por ela (GOH; KLAENHAMMER,
2015). A fermentacdo libera acucares e AGCC que baixam o pH luminal intestinal, os principais
AGCC sdo o acetato, propionato e butirato. A reducao do pH luminal, fornece fontes de energia
para as células epiteliais e tem efeitos diretos sobre os moduladores de inflamacdo e

metabolismo. Uma comunidade bacteriana bem equilibrada também pode melhorar a estrutura
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da mucosa intestinal. Algumas cepas bacterianas produzem fatores antimicrobianos ou
estimulam o sistema imunoldgico através da sinalizagdo das células dendriticas.
Oligossacarideos e monossacarideos podem reduzir a colonizacéo de patégenos bloqueando os
locais receptores utilizados pelos patdégenos para a fixacdo a superficie da célula epitelial.
Ligado a estes mecanismos, os xilo-oligossacarideos aumentam o nimero de lactobacilos no
célon (DE MAESSCHALCK et al., 2015). Para aumentar o crescimento de certos membros da
comunidade microbiana intestinal benéfica, os prebioticos atuam como fonte de carbono e
energia para o crescimento de microrganismos do género Bifidobacterium e Lactobacillus
(MOURA et al., 2007). Certos prebi6ticos inibem o crescimento de patégenos no intestino
através da manipulacdo dos mecanismos de patogenicidade. Como a Salmonella spp. que pode

se ligar a manose via fimbrias, levando a inibicdo da colonizacéao no intestino das aves (OYOFO

et al., 1989).
PREBIOTICO
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Figura 2. Acdo do prebidtico. Adapatado de POURABEDIN; ZHAO, 2015.

2.2.3 MANANOS E GLUCANOS
Tipicamente, a parede celular de leveduras comp6e os mananos e glucanos (Figura 3).

MOS é um aditivo produzido a partir da parede celular da Saccharomyces cerevisiae. Para
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extrair MOS, a levedura passa por procedimentos quimicos, enzimaticos e fisicos. Em seguida
ocorre a centrifugacdo, secagem por spray e em seguida a extracdo alcalina, que produz o-
manoproteinas. Na ultima fase, as manoproteinas sdo concentradas por ultrafiltracdo por
membrana e secagem por spray, resultando em um produto de aspecto marrom caracterizado
por ser MOS (KWIATKOWSKI; EDGAR, 2012). A parede celular de Saccharomyces
cerevisiae representa em torno 25% do total da levedura. Ela consiste em principalmente quatro
componentes, as mananoproteinas, quitina, N-acetilglucosamina e glucanos. A
mananoproteinas é composta de 50-90% de carboidratos, que sao caracterizados como mananos
(ANWAR et al., 2017.

Estudos recentes com mananos mostram resultados positivos, destacando o potencial
dos MOS sobre a saude, qualidade de ovos, desempenho, conversao alimentar e a saude
intestinal de poedeiras (KANMANEE et al., 2022; MOHANNAD M; YASSER J; NIHAD A,
2020; TAO et al., 2021).

Glucanos sdo formados da parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae, sao
compostos com polimerizagdo da glicose através de ligagdes B-1,3/1,6 glicosidicas. Possuem a
habilidade de se conectar a diversos tipos de receptores de superficie celular em macrofagos e
células polimorfonucleares que se ligam a receptores Dectin-1 ou CR3 (PALIC et al., 2006)
gue consequentemente ativa macrofagos e linfocitos, producdo de citocinas inflamatorias,
interleucinas e estimulam a fagocitose para eliminar bactérias patogénicas (BROWN et al.,
2003).

Pesquisas recentes comprovam que os glucanos possuem efeito benéfico sobre a
resposta imune, reduzindo a incidéncia de Salmonella spp. no ceco, melhorando o perfil de
acidos graxos do contetdo cecal, aumentando a producdo de ovos e a qualidade dos ovos,
melhorias na digestibilidade de nutrientes e beneficios para microbiota intestinal
(KARUNARATNE et al., 2022; PARK; SURESHKUMAR; KIM, 2020; ZHEN et al., 2020).
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Figura 3. Estrutura da parede celular de uma levedura. Adaptado de ANWAR et al., 2017.

2.2.4 PROBIOTICOS

Os probidticos sdo microrganismos vivos que conferem beneficios a salde do
hospedeiro e sdo considerados seguros (GADO; KHUSRO; SALEM, 2017). Os probidticos
também podem ser definidos como aditivo a base de microrganismos vivos que atuam de forma
favoravel sobre o animal hospedeiro através do equilibrio intestinal e, consequentemente,
melhorando a eficiéncia alimentar, a absor¢do e a digestdo de nutrientes, o desempenho
produtivo e os aspectos econdmicos em aves de producdo (ABD EL-HACK et al., 2017).

Os microrganismos probidticos mais utilizados na nutri¢do animal sdo pertencentes aos
géneros Bacillus spp., Bifidobacterium spp., Enterococcus spp., Lactobacillus spp. e
Saccharomyces spp. A selecdo adequada de cepas probidticas pode mitigar os efeitos do uso de
antibidticos e estd associada a numerosos beneficios devido a capacidade de inibir o
crescimento de potenciais patégenos (ALAYANDE; AIYEGORO; ATEBA, 2020; ROOBAB
et al., 2020).

Os probidticos possuem diversos mecanismos de agdo (Figura 4) baseados na inibigéo
de bactérias patogénicas através da producéo substancias antibacterianas e de &cidos organicos
(TIWARI et al., 2012), atuando bloqueando a aderéncia de bactérias patogénicas aos sitios de
ligacdo do epitélio intestinal usando o mecanismo de exclusdo competitiva (TIWARI et al.,
2012), modulagdo da resposta imune do hospedeiro atraves da sua agdo sobre as células T e B
e enterocitos (FONG et al., 2016) e acdo sobre o turn over das vilosidades intestinais (DING et

al., 2021), com acdo direta sobre a secrecdo das enzimas digestivas. Ainda, 0s probioticos
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podem agir sobre producdo e regulacdo de citocinas anti-inflamatorias e pré-inflamatorias,
podendo ativar varias células imunes e estimular a producédo de anticorpos (FONG et al., 2016).
Além disso, os probioticos podem impulsionar a funcao da barreira epitelial e regular producéo
de muco e a motilidade do intestino e estimular a acidificacdo intestinal que facilita a absorcéo
de proteinas e minerais (ZHANG et al., 2017). As cepas probidticas podem reduzir o risco de
doenca cardiovascular devido a sua capacidade de baixar os niveis de colesterol tanto sérico,
guanto na gema (YOO; KIM, 2016; YOUSSEF et al., 2013). Em estudo, ja é visto o potencial
dos probidticos contra a diminuicdo da acédo de virus (DING et al., 2021; RATHER et al., 2015).
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Figura 4. Acdo dos probioticos Adaptado de ALAGAWANY et al., 2018.

2.3 SIMBIOTICO SOBRE A SAUDE DE AVES

O tecido linfoide, associado ao intestino e a microbiota intestinal é componentes
fundamental da fungdo e da homeostasia tanto do sistema digestivo quanto do sistema
imunologico. Os microrganismos do TGI podem ser geralmente separados em grupos benéficos
ou potencialmente patogénicos. Microrganismos prejudiciais podem estar envolvidos em
infeccbes sistémicas ou localizadas, sintese de toxinas e degradacdo do epitélio intestinal.
Alguns organismos intestinais podem ter efeitos Gteis como a produgdo de vitaminas,
estimulacdo do sistema imunoldgico através de mecanismos ndo patogénicos e inibicdo do
crescimento e estabelecimento de grupos microbianos prejudiciais (JEURISSEN SH1 et al.,

2002). A microbiota intestinal desempenha importante fungdo na salde das aves e quando entra
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em desequilibrio a satde e o desempenho das aves podem ser afetados. Frequentemente para
manter o equilibrio da populacdo microbiana intestinal, é necessario o uso de simbiotico
(HUYGHEBAERT; DUCATELLE; IMMERSEEL, 2011).

Simbidtico é definido como uma mistura de microrganismos vivos e substratos utilizados
que serdo utilizados por esses microrganismos de forma seletiva que por fim ird conferir efeitos
benéficos ao animal que recebeu esse aditivo. Ha duas classificacbes de simbidticos, 0s
sinérgicos e os complementares. Os simbioticos sinérgicos sdo formados por microrganismos
e substratos que véo atuar de forma conjunta sobre a microbiota do hospedeiro, onde por si s6
0 microrganismo ou apenas o0 substrato vai atuar de forma positiva sobre o hospedeiro. De outra
forma um simbidtico complementar é composto por um probio6tico e um prebidtico que nédo
possuam funcbes co-dependentes para atingirem um ou mais beneficios ao hospedeiro
(SWANSON et al., 2020). Dentre essas categorias, 0s simbidticos sinérgicos sdo 0s mais
utilizados na nutricdo animal, tendo em vista que a acdo conjunta sobre o hospedeiro ajuda a
enfrentar desafios e aprimorar a salde e o desempenho dos animais (MARKOWIAK;
SLIZEWSKA, 2018).

O estudo j& constata acdo antimicrobiana superior do simbidtico, ao testar um do probiotico
(Bifidobacterium sp.), prebidtico (raizes de chicoria) e simbioticos: (Bifidobacterium sp. +
chicoria) e (Bifidobacterium sp. + Inulina) contra bactérias patogénicas e foi observado que os
simbidticos tiveram maior influéncia sobre a inibicdo dos patdgenos (Esherichia coli, Proteus
mirabilis, Klebsiella sp., Pseudomonas aeruginosa e Serratia marcescens) (SALMAN, 2009).
Estudos com poedeiras mostram o potencial superior dos simbio6ticos comparados com 0 uso
separado do probiotico ou prebidtico sobre a reducdo de citocinas como as interleucinas, que
indicam o estado imune e pré-inflamatdrio e melhorias no perfil microbiano e funcional do
ceco. A utilizacdo do aditivo simbiotico resulta em melhor relagdo dos componentes
hematoldgicos e beneficios ao lipidograma sérico e a concentracao de enzimas produzidas pelo
figado, implicando em melhora do estado hepatico, além de aumentar o teor de
imunoglobulinas, atuar contra infec¢des causadas por Salmonella Enteritidis e proporcionar
colonizagdo da microbiota benéfica, desencadeando em aumento da &rea absortiva das
vilosidades (ABDELQADER; AL-FATAFTAH; DAS, 2013; LUOMA et al., 2017;
MARKAZI et al., 2018; MURATE et al., 2015; PINEDA-QUIROGA et al., 2019; SALMAN,
2009; TANG et al., 2017).

E evidenciado que um produto simbi6tico pode proporcionar uma melhor modulagio da

microbiota intestinal em relagdo & aplicacdo separada de probidticos e prebioticos e
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consequentemente reduzir a incidéncia de bactérias potencialmente patogénicas, como
Clostridium perfringens em aves (SLIZEWSKA et al., 2020; VILLAGRAN-DE LA MORA et
al., 2019). A maioria dos estudos com simbioticos, que avaliam fatores inerentes a saide em
aves de producdo se concentram em trabalhos com frangos de corte, e apenas um estudo foi
evidenciado com poedeiras na fase final (64 a 75 semanas de idade) (ABDELQADER; AL-
FATAFTAH; DAS, 2013).

2.4 CLOSTRIDIUM PERFRINGENS EM AVES

Clostridium perfringens ¢ uma bactéria anaerdbica, sem motilidade, gram-positiva e
formadora de esporos, encontrada comumente na microbiota nativa das aves, e produz pelo
menos 20 toxinas virulentas (LI et al., 2013; ROOD et al., 2018). C. perfringens apresenta
desenvolvimento rapido com tempo de multiplicacdo de 8 a 12 minutos quando semeada em
meio ideal a 43 °C e que pode se estender por 12 a 17 minutos quando se encontra em
temperatura de 37 °C. Tendo em vista que C.perfringens seja uma das coldnias dominantes da

microbiota intestinal, isso pode causar a enterite necrética em aves (KIU; HALL, 2018).

Seis toxinas tém sido usadas para identificar as cepas, sendo estas classificadas em sete
tipos, de A a G, dependendo de sua capacidade de produgdo de a-toxina, B-toxina, e-toxina, 1-
toxina, enterotoxina e Net-B toxina (ROOD et al., 2018) (Tabela 1). A principio, C. perfringens
tinha cinco toxinodtipos baseados na presenga da a-toxina, B-toxina, e-toXina ou 1-toxina. No
entanto, a evidenciacdo de novos genes de toxinas e doencas mediadas por C. perfringens
especificas de toxina levou a classificacdo de sete toxinotipos de C.perfringens. Na nova
estrutura de toxinotipagem, C. perfringens tipo F produz o-toxina e enterotoxina, mas nao f3-
toxina, e-toxina, 1-toxina ou toxina NetB, e € um importante patdgeno entérico que causa
intoxicacdo alimentar em humanos (KEYBURN et al., 2010; ROOD et al., 2018).

Tabela 1. Classificacdo dos tipos de toxinas produzidas por Clostridium perfringens

Toxina produzida (gene estrutural)

a-toxina [ -toxina e-toxina t1-toxina CPE NetB
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Tipo  (cpa) (cpb) (etx) (iap)  (cpe) (netB)
A + - - - - -

+ + + - - -

+ + - -

I+

+ - + -

I+

+ - - +

I+

M m O O @

+ - - - - -

G + - - - - +

O simbolo (+) indica a presenca da toxina e o simbolo (—) indica a auséncia da toxina

Todos os toxindtipos de C. perfringens podem secretar altos niveis extracelulares de a-
toxina, que ¢ catalogada pelo gene cromossdmico plc. A a-toxina &€ uma metalbiomolécula de
zinco com uma fosfolipase C (plc) que é responsavel pela esfingomielinase, fosfolipase e
atividades hemoliticas (KIU; HALL, 2018). Assim, a a-toxina tem sido considerada um
importante fator de viruléncia nas lesdes da enterite necrética (EN). Por tanto, a toxina NetB é
agora vista como a principal toxina responsavel pela enterite necrética em aves (KEYBURN et
al., 2010). Sendo assim, C. perfringens do tipo G é responsavel pela EN em galinhas, pois
possui genes que codificam as duas toxinas, a a-toxina e NetB (ROOD et al., 2018). Em
contrapartida, C. perfringens tipo A s6 pode produzir a-toxina, mas ndo B-toxina, e-toxina, -
toxina, enterotoxina ou a toxina NetB. Um desvio para o esquema dos sete toxin6tipos € um
caso relatado que mostrou o gene NetB em C. perfringens tipo do C, que foi isolado de galinhas
poedeiras com caso subclinico de enterite necrética (ALLAART et al., 2012). No entanto, o
gene NetB sb é evidenciado em cepas de Clostridium perfringens do tipo G (ROOD et al.,
2018).

Os estudos atuais que envolvem aves e Clostridium perfringens, se resumem a pesquisas
sobre aves desafiadas com C. perfringens e uso de aditivos para o controle, contagem da
bactéria e associacdo com a dieta, e isolamento do C. perfringens de produtos avicolas ou de
aves de estabelecimentos para estudo da presenca e perfil de resisténcia (ABDEL-LATIF et al.,
2021; Ll et al., 2021; SANDVANG et al., 2021; ZHANG et al., 2022). Porém séo escassos 0S
estudos que avaliam o uso prolongado de aditivos sobre a colonizagdo e resisténcia de C.
perfringens em poedeiras, tendo em vista que é corrente a dissemina¢do desse microrganismo
como uma bactéria multirresistente, e isso representa um serio desafio, devido a escassez de

estudos sobre poedeiras em fase final.
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466 Concomitantemente, a resisténcia aos antibioticos é uma questdo alarmante devido a uma
467  crise emergente de saude publica, um dos principais desafios da satde do século 21 (ALI;
468 ISLAM; GIASUDDIN, 2019; MARSHALL; LEVY, 2011).



469
470

471
472
473
474

475
476
477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493

494
495
496
497
498

499
500

30

3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL EXPERIMENTAL E COMITE DE ETICA

O experimento foi conduzido no Departamento de Zootecnia da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE), aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal local (Licenca
numero 060/2019).

3.2 ANIMAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizadas 198 aves da linhagem Dekalb White, com 70 semanas de idade,
distribuidas em delineamento inteiramente casualizado composto por 6 tratamentos e 6
repeticdes, sendo 3 unidades experimentais com 6 aves e 3 unidades com 5 aves. Os tratamentos
consistiram de quatro dietas experimentais combinado com grupos de aves selecionadas para o
experimento, um grupo delas ja estavam sendo alimentadas com o simbi6tico desde a fase de
cria (SIMBC, 1 a 5 semanas), um segundo grupo consumiu o simbiotico a partir de fase de
recria (SIMBR, 6 a 16 semanas) e um ultimo comecou a consumir o simbidtico no inicio da
postura (SIMBP, 17 semana de idade), formando os seguintes tratamentos experimentais: T1-
RMS (aves que receberam uma dieta a base de milho e farelo de soja); T2-FCO (aves que
receberam uma dieta composta por milho, farelo de soja e farinha de carne e 0ssos sem
aditivos); T3-BAC (aves que receberam uma dieta igual a T2-FCO acrescido de 0,05% de
bacitracina de zinco); T4-SIMC dieta com T2-FCO com 0,1% de aditivo simbi6tico; T5-SIMR
dieta com T2-FCO com 0,1% de aditivo simbidtico e T6-SIMP dieta com T2-FCO com 0,1%
de aditivo simbiotico, totalizando seis tratamentos.

O suplemento simbidtico utilizado era composto por: prebiédticos (Mananos 52g/kg e
Glucanos 28g/kg) e probidticos (Saccharomyces cerevisiae 2,00x10' UFC/kg, Bifidobacterium
bifidum - 2,0x10™UFC/kg, Bacillus subtilis 2,88x10'! UFC/kg, Enterococcus faecium -
2,08x10* UFC/kg, Lactobacillus acidophilus - 1,04x10 UFC/kg).

3.3 ALOJAMENTO E MANEJO DAS AVES

O experimento foi realizado no Laboratorio de Pesquisa com Aves da UFRPE, no galpao
de poedeiras equipado com 36 gaiolas (100x45x50cm) com capacidade para oito aves,
equipadas com bebedouro tipo copo, comedouro calha e sistema de iluminagéo controlado por

timer automatico.

As aves selecionadas e submetidas ao experimento receberam uma ragédo de postura de

70 a 90 semanas de idade que foi fornecida de forma controlada, a fim de atender as exigéncias
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suas nutricionais, obedecendo as recomendac@es da tabela da linhagem comercial Dekalb
White (Manual de Manejo das Poedeiras Dekalb White, 2009). A agua foi fornecida ad libitum).

O programa de luz adotado foi de 12 horas de luz natural e mais 4 horas de luz artificial

durante o periodo experimental.

3.4 DIETAS EXPERIMENTAIS

As ragdes foram formuladas a base de milho e farelo de soja e acrescidass de farinha de
carne e ossos (Tabela 2), formuladas de acordo com as exigéncias nutricionais das aves
conforme o Manual da Linhagem DEKALB (Manual de Manejo das Poedeiras Dekalb White,
2009) e Tabelas Brasileiras para Aves e Suinos (ROSTAGNO, 2017).

Tabela 2. Composicéo das dietas experimentais

Ingredientes (%) RMS FCO BAC SIM(CReP)*
Milho 7,86% 60,164 60,118 60,118 60,118
Farelo de soja 45% 24,391 22,973 22,973 22,973
Farinha de Carne e Ossos 43%  ------ 1,491 1,491 1,491
Oleo de soja 1,059 1,058 1,058 1,058
Calcario 10,790 10,696 10,696 10,696
Fosfato Bicalcico 0,500 - e e
Sal (NaCl) 0,279 0,257 0,257 0,257
Bicarbonato de Sodio 0,150 0,150 0,150 0,150
Premix Vitaminico! 0,150 0,150 0,150 0,150
Premix. Mineral? 0,050 0,050 0,050 0,050
DL-metionina 99 0.254 0,261 0,261 0,261
L-Lisina 78,5 0,039 0,052 0,052 0,052
Fitase? 0,006 0,006 0,006 0,006
Inerte 2,170 2,738 2,688 2,638
Bacitracina de zinco 0 @ —mee—m —eeee- 0,060  -—----
Simbiético e e e 0,100
Total 100 100 100 100
Composicdo Nutricional Calculada, %
EM (kcal/kg) 2750 2750 2750 2750
Proteina Bruta 15,989 15,989 15,989 15,989
Fdsforo Disponivel 0,370 0,370 0,370 0,370
Caélcio 4,500 4,500 4,500 4,500
Sodio 0,207 0,207 0,207 0,207
Cloro 0,232 0,228 0,228 0,228
Potassio 0,639 0,621 0,621 0,621
Aminoacidos Digestiveis, %
Metionina + Cistina 0,749 0,749 0,749 0,749
Metionina 0,481 0,487 0,487 0,487
Acido Linoleico 1,869 1,863 1,863 1,863
Lisina 0,764 0,764 0,764 0,764
Treonina 0,592 0,586 0,586 0,586

Triptofano 0,200 0,194 0,194 0,194
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Arginina 0,980 0,978 0,978 0,978
Leucina 1,311 1,295 1,295 1,295
Histidina 0,393 0,386 0,386 0,386
Fenilalanina 0,713 0,700 0,700 0,700
Fenilalanina + tirosina 1,271 1,242 1,242 1,242
Glicina + Serina 1,272 1,335 1,335 1,335
Valina 0,692 0,684 0,684 0,684

! Premix Vitaminico (fornece por quilograma do produto): vit. D3, 2.500.000,00 UlI; vit. A, 9.000,00 UI; vit.;

vit. E, 20.000,00 UlI; vit. K3 (Menadiona) 2.500,00 mg; vit. B1 (Tiamina) 2.000,00 mg; B2 (Riboflavina) 6.000,00 mg;

B6 (Piridoxina) 3.000,38 mg; B12 (Cobalamina ) 15.000,00 mg; Niacina (Ac. Nicotinico) 35.000,00 mg; Ac. Pantoténico,
12.000,000 mg; Ac. Fdlico, 1.500,00 mg; Selénio, 250,00 mg; Biotina, 100,000 mg.

2 Premix Mineral (fornece por quilograma do produto): Cobre, 20.000,000 mg; Ferro, 100.000,000 mg; Manganés, 130.000,000 mg;
lodo, 2.000,00 mg; Zinco, 130.000,000 mg.

% Fitase: 10,000 FTU/g

*Dieta que continha simbiético = SIMC: Simbiético na cria; SIMR: Simbidtico na recria; SIMP: simbiético na producéo

3.5 COLETA DE SANGUE E ANALISES HEMATOLOGICAS E BIOQUIMICAS

As 89 semanas, foi coletado 4 ml de sangue da veia ulnar de uma ave por repetigdo para
a realizacdo das andlises hematoldgicas. As amostras sanguineas foram acondicionadas em
tubos contendo EDTA (Microtainer ®), acondicionadas em recipiente refrigerado e, em
seguida, enviadas para laboratorio especializado — LabPET.

A contagem das celulas foi realizada em cdmara Neubauer utilizando o diluente Natt e
Henrick.Foram onde foram quantificados valores de de eritrogama: hemécias, hemoglobinas,
hematocrito, volume corpuscular médio, Concentracdo da Hemoglobina Corpuscular Média,
proteinas plasmaticas totais. E de leucograma, foram avaliados: leucdcitos, heterofilos,
linfocitos, mondcitos, eosindfilos e trombdcitos.

No inicio da 90? semana de idade, foi realizada a colheita de 4 ml de sangue via veia
ulnar de duas aves por repeticéo, acondicionada em tubos com ativado de coagulo para obtencéo
do soro sanguineo, sendo o soro armazenado em Eppendorf de 1,5 ml sérica e em seguida as
amostras foram encaminhadas para o Laboratdrio de Patologia Clinica Veterinaria (LPCV) do
Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco, onde
foram analisadas por meio de kits comerciais da Bioclin® e analisador bioguimico automatico
(BIOCLIN 1000) previamente calibrado com calibradores e controles da mesma marca,
conforme metodologia descrita pelo fabricante.

As variaveis analisadas foram a atividade de acido urico, proteinas totais, creatina
quinase, aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, lactato desidrogenase, fosforo,

lipoproteina de alta densidade, lipoproteina de baixa densidade, triglicerideos e colesterol.
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3.6 EUTANASIA E COLETA DE ORGAOS E TECIDOS

Ao final do experimento (90 semanas), uma ave por unidade experimental foi
selecionada dentro do peso médio da parcela e eutanasiada por deslocamento cervical para
coleta dos 6rgéos, onde foram pesados bacos, cecos, coragdo, figado, intestino delgado, oviduto
e pancreas em balanca analitica e posteriormente o intestino delgado, ceco e oviduto foram
mensurados o comprimento com fita métrica. Para aferir o pH do contetdo dos 6rgdos, foram
utilizados bisturis estéreis para expor o contetdo do papo, proventriculo, moela, duodeno,
jejuno, ileo e ceco (direito), e a leitura do pH foi feita com um pHmétro digital calibrado da

Kasvi®, sendo sempre higienizado com agua destilada a cada avaliacéo.

3.7 HISTOMOFORLOGIA INTESTINAL

Pedacos de 2 centimetros de segmentos do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo)
foram conservados em frascos contendo solucéo de formol a 10%, identificados e armazenados
em local adequado. As analises foram processadas no laboratério de Patologia Animal do
Departamento de Medicina Veterinaria e no Centro de Apoio a Pesquisa (CENAPESQ) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, utilizando as metodologias descritas por
(JUNQUEIRA, 2008). As amostras passaram pelos seguintes procedimentos: clivagem,
fixacdo, emblocagem, cortes, coloracdo e a montagem das laminas. No processo de clivagem,
0s segmentos eram cortados possuindo aproximadamente 5mm de comprimento. Na fixacéo, o
material foi desidratado, submetido a diferentes concentragdes crescentes de alcool e clarificado
por xilol, impregnados e incluidos em parafina em diferentes etapas (alcool absoluto I: 30
minutos, alcool absoluto 11: 30 minutos, &lcool absoluto I11: 30 minutos; alcool e xilol: 20
minutos; xilol I: 10 minutos, xilol 1lI: 10 minutos; parafina I: 45 minutos; parafina 1. 45
minutos). Na emblocagem, o material foi inserido em parafina e, em seguida, foram cortados
em Sum de espessura, com o auxilio do microtomo manual Leica® RM 2125 RT, especifico
para cortar tecidos em parafinas, sendo os cortes obtidos transferidos para o banho-maria a 40°C
e posteriormente dispostos em laminas de vidro com ponta fosca, produzindo-se triplicatas do
corte histoldgico.

Para coloracdo, as laminas foram desparafinadas em estufa a 60°C. Logo em seguida,
estas foram submetidas a uma série decrescente de banhos de alcoois (100%, 90% e 70%)
durante 2 minutos e lavadas em agua destilada por 6 minutos. As laminas foram coradas com
hematoxilina por 12 segundos. O excesso de corante foi retirado em agua corrente por 10

minutos. Em seguida, as laminas foram submersas em eosina por 5 minutos. Continuou-se a
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coloracdo com a desidratagdo das laminas em série crescente de banhos de &lcoois (70%, 90%,
100% 1 e 100% II). A montagem das laminas foi realizada com laminula e Béalsamo do
Canada®. Todos os cortes histologicos foram analisados através de imagens digitalizadas,
obtidas em aumentos de 10 vezes com auxilio de uma camera acoplada a um microscopio,
ligada a um computador, utilizando um software analisador de imagens Leica® Qwin D-1000,
versdo 4.1. As medidas foram realizadas pelo programa computacional S-EYE®.

Os parametros analisados foram: altura e largura das vilosidades, profundidade das
criptas, relacdo vilo/cripta e a area de vilosidades. Para cada segmento e variavel, foram
realizadas 10 medidas, totalizando 50 medidas por tratamento de cada varidvel. A partir das
mensuracGes dos vilos e das criptas, utilizou-se uma férmula proposta por Sakamoto et al.,
(2000) para avaliar a area de superficie de absorcao os segmentos, segue a férmula:

AV =21 x (LARGV/2) x ALTV, onde LARGV = largura das vilosidades e ALTV = altura das
vilosidades.

3.8 CONTAGEM E RESISTENCIA DE CLOSTRIDIUM PERFRINGENS

O ceco esquerdo foi separado com tesoura estéril para realizar posteriormente a
contagem e isolamento para resisténcia de C.perfringens seguindo a normativa Métodos
Analiticos Oficiais para Analises Microbioldgicas para Controle de Produtos de Origem
Animal e Agua (BRASIL, 2003), armazenado em tubos e acondicionado a -20°C por 24 horas
e posteriormente levado para analise microbiolégica no Laboratério de Inspecdo de Carne e
Leite (LICAL), do Departamento de Medicina Veterinaria da UFRPE. Foi pesado 1,0+0,01
gramas do conteudo cecal de cada amostra e homogeneizado em 9 ml de &gua salina a 0,9% em
vortex por 30 segundos, a partir dessa diluicdo foram obtidas mais duas dilui¢cdes subsequentes
em agua salina. As dilui¢es (10, 102 e 10°%) foram colocadas em placas de petri contendo
meio especifico, o &gar Sulfito Polimixina Sulfadiazina, utilizando a técnica per plate. As placas
com as dilui¢des inoculadas foram encubadas a 45°C por 24 horas em jarras de anaerobiose em
sistema de microaerofilia. As placas apresentaram contagem reduzida, entdo, foi padronizada a
contagem na primeira diluicdo(101). Col6nias escuras com diametro maior que 1 mm foram
contadas e expressas em Unidades Formadoras de Coldnias por grama (UFC/g). Testes
confirmatdrios de coloracéo gram, prova de motilidade, fermentacao de carboidratos (dextrose,
lactose e sacarose), indol, catalase e beta hemolise foram feitos realizando utilizando a cepa
controle de C. perfringens (ATCC 13124), cedida pelo Labortorio de Microbiologia do
Laboratorio Federal de Defesa Agropecuéria de Pernambuco (LFDA-PE).
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O método de difusdo em disco, como descrito por Bauer et al. (1966), foi realizado para
determinar o padrdo de sensibilidade de isolados de C.perfringens a varios antibidticos,
utilizando agar Muller Hinton, de acordo com as diretrizes do CLSI (CLINICAL AND
LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2014). Pool das colonias por tratamentos
isoladas de C. perfringens plaqueadas em agar sangue foi selecionado e suspenso em solugédo
de cloreto de sodio 0,9% para um padrdo MacFarland 0,5 e em seguida semeado em placas de
agar Muller Hinton usando um suabe estéril. Foram usados discos da CECON®, ampicilina 2
mcg, ciprofloxacina 5 mcg, eritromicina 15 mcg, gentamicina 10 mcg, neomicina 30 mcg,
lincomicina 2 mcg, tetraciclina 30 mcg e bacitracina 10 Ul, onde foram encubados a 37° C por
24 horas. Os halos de inibicéo formados frente a cada antibidtico eram mensurados e expressos
em milimetros e, de acordo com o tamanho, era determinado como resistente (R); intermediario

(1) ou sensivel (S) aos antibioticos conforme os valores que constam no CLSI.

3.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram analisados pelo procedimento GLM do programa Statistical
Analysis System versdo 9.4, e as médias comparadas pelo método de contrastes ortogonais
(P<0,05).

Os contrastes consistiram em C1: RMS vs FCO; C2: FCO vs BAC; C3: BAC vs SIMC;
C4: BAC vs SIMR; C5: BAC vs SIMP.

O modelo estatistico utilizado foi o seguinte:
Yij= pw+Titeij

Onde: Yij = observagdo, p = constante média da populacdo comum a todas as

observagoes, Ti = efeito da dieta e €ij = termo de erro aleatorio.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Resultados

Hematologia e bioquimica das aves

Para as variaveis hematologicas referentes ao eritrogama (Tabela 2) ndo houve diferenca
significativa (P>0,05) entre as médias dos tratamentos contrastados. A adi¢do de aditivos nao
influenciou nas médias dos grupos para as variaveis.

Tabela 3. Valores médios de hemécias (HEMA), hemoglobinas (HEMO), hematdcrito

(HEMT), volume corpuscular médio (VCM), Concentracdo da Hemoglobina Corpuscular
Média (CHCM), proteinas plasmaticas totais (PPT), das aves de acordo com os tratamentos.

HEMA HEMO HEMT VCM CHCM PPT
(10%uD) (L) (%)  (fL) (%) (9/dL)

TRATAMENTOS** Eritrogama
RMS 2,39 10,03 30,00 126,28 33,41 8,91
FCO 2,32 10,26 30,83 133,13 33,21 8,65
BAC 2,40 10,56 31,66 131,65 33,20 9,20
SIMC 2,44 10,18 31,50 126,38 32,33 8,58
SIMR 2,49 10,11 3150 131,74 3289 8,74
SIMP 2,45 10,21 30,50 12501 32,65 7,90
Média 2,41 10,23 31,00 129,03 32,95 8,66
EPM*** 0,04 0,12 0,37 1,26 0,16 0,22
CONTRASTES* p-value

C1 0,6351 0,6063 0,5400 0,1077 0,7190 0,7293

C2 0,5725 0,4967 0,5400 0,7217 0,9761 0,4769

C3 0,8292 10,3888 0,9022 0,2330 0,1262 0,4449

C4 0,5649 0,3129 0,9022 10,9835 0,6001 0,5699

C5 0,7687 0,4309 0,3924 0,1188 10,3260 0,0994

644 *Diferenga significativa no teste de contrastes ortogonais (p<0,05).

645 **RMS: Dieta a base de milho e farelo de soja desde a fase de cria; FCO: dieta a base de milho, farelo de soja e farinha de carne
646 e ossos; BAC: dieta FCO com adicdo de bacitracina de zinco desde a fase de cria; SIMC:

647 dieta FCO com adicdo de simbidtico desde a fase de cria; SIMR: dieta FCO com adicdo de simbidtico desde a fase de recria
648 SIMP: dieta FCO com adi¢do de simbidtico desde a fase de produgéo.

649 ***Erro Padrdo da Média.

650 *Contrastes ortogonais: C1: RMS vs FCO; C2: FCO vs BAC; C3: BAC vs SIMBC; C4: BAC vs SIMBR; C5: BAC vs SIMBP.

651

652
653
654
655

656

Para as variaveis hematologicas referentes ao leucograma apresentados na Tabela 4, 0s
leucocitos (LEU), heterofilos (HET), mondcitos (MON) ndo apresentaram diferencgas
estatisticas entre as médias dos tratamentos quando aplicado o teste contrastes ortogonais. As

demais variaveis foram significativas ao teste de contraste ortogonais (P<0,05).
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Tabela 4. Valores médios de leucécitos (LEU), heterofilos (HET), linfdcitos (LIN), mondcitos
(MON), eosindfilos (EOS), trombdcitos (TROMB), das aves de acordo com os tratamentos

TRATAMENTOS**  LEU HET LIN MON EOS TROM

(u)
RMS 2512,33 840,16 1013,20 130,26 158,16 33917,66
FCO 3100,66 1388,66 880,20 121,96 155,83 39863,66
BAC 3349,83 1606,33 1180,83 189,26 137,80 25934,40
SIMC 3894,25 1346,50 1433,25 141,08 441,00 37687,33
SIMR 4519,50 1910,33 1893,83 140,45 181,66 35426,16
SIMP 3115,00 1320,60 1221,80 252,44 187,00 38191,00
Média 3395,33 1407,93 1282,48 274,82 198,81 35126,90
EPM*** 268,24 12255 11550 33,52 26,72 1887,34
CONTRASTES* p-value
Cl 0,5063 0,1676 0,7263 10,4032 0,9752 0,3294
C2 0,7776 05783 0,4112 0,0580 10,8190 0,0356*
C3 0,5818 0,5530 0,5164 0,4401 0,0017* 0,1326
C4 0,1917 0,4388 0,0480* 10,9345 10,5788 0,1426
C5 0,7996 0,4873 0,9102 0,7086 0,5513 0,0730

659 *Diferenga significativa no teste de contrastes ortogonais (p<0,05).

660 **RMS: Dieta a base de milho e farelo de soja desde a fase de cria; FCO: dieta a base de milho, farelo de soja e farinha de carne
661 e ossos; BAC: dieta FCO com adicdo de bacitracina de zinco desde a fase de cria; SIMC:

662 dieta FCO com adicdo de simbiético desde a fase de cria; SIMR: dieta FCO com adicdo de simbi6tico desde a fase de recria
663 SIMP: dieta FCO com adigdo de simbidtico desde a fase de produgéo.

664 ***Erro Padrdo da Média.

665 #Contrastes ortogonais: C1: RMS vs FCO; C2: FCO vs BAC; C3: BAC vs SIMBC; C4: BAC vs SIMBR; C5: BAC vs SIMBP.
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A inclusdo de simbiotico a partir da recria resultou em maior nimero de linfécitos em
comparacao a dieta com bacitracina (C4). Os eosinofilos (EOS) no SIMC se mostraram 31,24%
maior comparado ao tratamento com bacitracina (BAC). No contraste 2, os trombdcitos
(TROM) apresentaram diferencas significativas, onde o tratamento com bacitracina (BAC)
indicou menor numero de em relacdo ao tratamento apenas com farinha de carne e ossos (FCO).

Para as variaveis de bioquimica sérica referente as enzimas hepaticas e ao fdésforo
(Tabela 5), houve diferenca (P<0,05) entre as médias dos tratamentos para todas as variaveis,
com excecdo da creatina quinase (CK). O contraste 1 apresentou diferenca estatistica na
concentracdo de &cido urico (URI), alanina aminotransferase (ALT) e lactato desidrogenase
(LDH). Onde as médias de URI e LDH foram menores nas aves que consumiram a dieta apenas
com milho e farelo de soja; ALT foi maior para dietas com FCO. No contraste 2, houve
diferenga nas proteinas totais (PT), aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT), lactato desidrogenase (LDH) e fosforo (FOS). As médias de PT, AST, ALT e FOS
foram maiores para o tratamento com adi¢éo de bacitracina de zinco. Apenas a média do LDH
que se mostrou superior no tratamento com farinha de carne e 0ssos em comparagdo com a
concentragdo do tratamento com bacitracina. O contraste 3 (BAC vs SIMC) apenas ndo

apresentou diferenca entre a concentracéo de creatina quinase (CK) e o lactato desidrogenase
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(LDH). A média das concentracdes de URI, PT, AST, ALT e FOS foram maiores no tratamento
com adicdo do antibidtico em relacdo ao tratamento em que as aves receberam o aditivo
simbiotico desde a fase de cria. O contraste 4 (BAC vs SIMR) teve 0 mesmo comportamento
do contraste 3 (BAC vs SIMC), onde as médias das concentra¢@es dos metabolitos das aves do
tratamento com antibidtico foram maiores em comparacdo com o tratamento com simbidtico
na alimentac&o das aves desde o décimo quinto dia de idade. Com excegdo do LDH, que teve
diferenca significativa e apresentou médias maiores no tratamento com bacitracina, o contraste
5 (BAC vs SIMP) obteve exatamente os mesmos resultados do contraste 3 (BAC vs SIMC),
onde as médias das concentracdes de URI, PT, AST, ALT e FOS foram significativas e
superiores no tratamento com adicdo da bacitracina de zinco, em contraste com tratamento em

que as aves receberam o aditivo simbiotico desde o inicio da fase de postura.

Tabela 5. Valores médios de Acido Urico (URI), Proteinas Totais (PT), Creatina quinase (CK),
Aspartato Aminotransferase (AST), Alanina Aminotransferase (ALT), Lactato Desidrogenase
(LDH) Fdsforo (FOS) sanguineos das galinhas poedeiras de acordo com os tratamentos

Tratamentos**  URI PT CK AST ALT LDH FOS
(mg/dL) (mg/dL) (UI/L) (UI/L) (UI/L) (UI/L) (mg/dL)
RMS 4,48 580 1,557 183,83 24,06 810,05 6,73
FCO 6,22 589 1453 171,82 17,68 115418 6,95
BAC 6,85 732 1,154 25325 38,25 873,13 1145
SIMC 3,68 539 1,259 171,01 1395 763,77 551
SIMR 3,70 531 1,194 172,76 11,21 57411 5,18
SIMP 2,76 501 1,106 146,91 10,78 64252 6,21
Média 4,53 574 1282 183,94 16,95 814,70 7,00
EPM*** 0,295 0,15 0,007 7,44 1,31 46,75 0,56
CONTRASTES? (p-value)
C1 0,0007° 0,7844 0,6946 0,5192 <0.001" 0,0081° 0,8971
C2 0,1474 0,0013° 0,2626 0,0001" <0.001" 0,0346° 0,0111"
C3 <.0001" <0.001" 0,6770 <0.001" <0.001" 0,3943 0,0012"
C4 <.0001" <0.001" 0,8729 <0.001" <0.001" 0,0418" 0,0007"
C5 <.0001" <0.001" 0,8501 <0.001" <0.001" 0,0790 0,0037"

*Houve diferenga estatistica (p<0,05) para o teste de Contrastes Ortogonais.

*Diferenca significativa no teste de contrastes ortogonais (p<0,05).

**RMS: Dieta a base de milho e farelo de soja desde a fase de cria; FCO: dieta a base de milho, farelo de soja e farinha de
carne e 0ssos; BAC: dieta FCO com adi¢do de bacitracina de zinco desde a fase de cria; SIMC:

dieta FCO com adicéo de simbi6tico desde a fase de cria; SIMR: dieta FCO com adic&o de simbidtico desde a fase de recria
SIMP: dieta FCO com adigdo de simbiotico desde a fase de producao.

***Erro Padrdo da Média.

#Contrastes ortogonais: C1: RMS vs FCO; C2: FCO vs BAC; C3: BAC vs SIMBC; C4: BAC vs SIMBR; C5: BAC vs SIMBP.

Referente ao lipidograma serico (Tabela 6), houve diferencga significativa (P>0,05) para
a concentracdo de lipoproteinas de alta densidade (HDL) e colesterol (COL), e ndo houve
diferenga significativa nas concentragdes de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e

triglicerideos (TRI). No contraste 2 (FCO vs BAC), houve diferenca para a dosagem de
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colesterol (COL), onde o tratamento a base de milho e soja apresentou maior média comparada
com o tratamento com farinha de carne e 0ssos. No contraste 3, 4 e 5 (BAC vs SIMC, SIMR e
SIMP respectivamente), houve diferenca para a concentracdo de HDL, evidenciando um

aumento das médias do HDL nos tratamentos com adi¢édo de simbiotico.

Tabela 6. Valores médios de Lipoproteinas de Alta Densidade
(HDL) Lipoproteinas de Baixa Densidade (LDL), Triglicerideos
(TRI), Colesterol (COL) sanguineo das galinhas poedeiras de
acordo com os tratamentos

Tratamentos** HDL LDL TRI COL
mg/dL
RMS 41,25 11,32 993,81 143,71
FCO 32,28 15,40 991,57 118,76
BAC 24,12 6,20 988,51 171,25
SIMC 46,90 7,96 976,55 144,06
SIMR 45,74 11,94 989,20 137,01
SIMP 61,81 9,25 983,71 173,08
Média 40,01 10,46 987,52 147,98
EPM*** 2,49 1,26 2,52 6,82
CONTRASTES? p-value
C1 0,0708 0,3515 0,8055 0,2770
C2 0,0713 10,0508 0,7370 0,0268"
C3 <0.001" 0,6996 0,1962 0,2371
C4 <0.001" 0,2137 0,9401 0,1392
C5 <0.001" 0,5042 0,5566 0,9357

*Diferenga significativa no teste de contrastes ortogonais (p<0,05).

**RMS: Dieta a base de milho e farelo de soja desde a fase de cria; FCO: dieta a base de
milho, farelo de soja e farinha de carne e 0ssos; BAC: dieta FCO com adicéo de bacitracina
de zinco desde a fase de cria; SIMC:

dieta FCO com adigdo de simbi6tico desde a fase de cria; SIMR: dieta FCO com adicdo de
simbidtico desde a fase de recria SIMP: dieta FCO com adicdo de simbidtico desde a fase
de produgdo.

***Erro Padrdo da Média.

#Contrastes ortogonais: C1: RMS vs FCO; C2: FCO vs BAC; C3: BAC vs SIMBC; C4:
BAC vs SIMBR; C5: BAC vs SIMBP.

Avaliacao de érgaos

Para peso relativo dos érgdos (Tabela 7), ndo foram encontradas significativas (p>0,05)
entre os tratamentos experimentais para o peso do bago, ceco, coragdo, intestino, oviduto.
Houve diferenca significativa (p<0,05) apenas para peso relativo do figado e pancreas. No
contraste 4 e 5 (BAC vs SIMR e SIMP respectivamente), houve diferenca significativa para o
peso relativo do figado (FIG), onde as médias mostram que os tratamentos com adi¢do com
simbidtico na recria e producdo (SIMR/SIMP), e as aves apresentaram figados mais pesados

guando comparados aquelas submetidas as dietas com o antibidtico bacitracina de zinco. No
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contraste 1 (RMS vs FCO), houve diferenca significativa (p<0,05) para o peso do pancreas
(PAN), evidenciando uma maior média no tratamento apenas daquelas aves alimentadas com a
dieta a base de milho e farelo de soja em comparacao aquelas aves que consumiram a dieta que

tinham em sua composicéo a FCO.

Tabela 7. Valores médios de peso relativo (%) de baco (BCO), ceco (CEC), coragdo (COR),
figado (FIG), intestino (INT), oviduto (OVI) e pancreas (PAN), das galinhas poedeiras de
acordo com os tratamentos

Tratamentos™* BCO CEC COR FIG INT OoVI PAN

%
RMS 0,078 0,419 0,370 2,66 4,19 4,12 0,217
FCO 0,065 0,416 0,378 2,64 4,25 4,13 0,171
BAC 0,063 0,359 0,375 2,30 4,16 3,89 0,181
SIMC 0,067 0,322 0,322 2,50 4,17 3,68 0,157
SIMR 0,079 0,367 0,386 2,88 3,99 3,97 0,167
SIMP 0,072 0,352 0,391 2,92 4,13 3,67 0,186
Média 0,071 0,372 0,370 2,65 4,15 3,91 0,180
EPM*** 0.003 0.012 0.008 0.062 0.078 0.088 0.006
CONTRASTES? p-value
Cl 0,2269 0,9830 0,7854 0,9067 0,8868 0,9717 0,0340"
C2 0,8639 0,1788 0,9030 0,0729 0,8136 0,4579 0,6312
C3 0,6899 0,3860 0,0779 0,2712 10,9847 0,5166 0,2628
C4 0,1382 0,8470 0,6797 0,0036° 0,5563 0,8048 0,5077
C5 0,3833 0,8802 0,5711 0,0054° 0,9039 0,4977 0,8062

*Houve diferenca estatistica (p<0,05) para o teste de Contrastes Ortogonais.

**RMS= dieta a base de milho e soja desde a fase de cria, FCO: dieta a base de milho e soja e farinha de carne e o0ssos; BAC:
dieta a base de milho e soja e farinha de carne e 0ssos com adicdo de bacitracina de zinco desde a fase de cria; SIMC= dieta a
base de milho e soja e farinha de carne e 0ssos com adi¢do de simbidtico desde a fase de cria; SIMR= dieta a base de milho e
soja e farinha de carne e 0ssos com adicdo de simbidtico desde a fase de recria; SIMP= dieta a base de milho e soja e farinha
de carne e 0ssos com adicdo de simbidtico desde a fase de producéo.

*** Erro Padréo da Média

#Cl: RMS vs FCO; C2: FCO vs BAC; C3: BAC vs SIMBC; C4: BAC vs SIMBR; C5: BAC vs SIMBP.

Referente ao comprimento dos 6rgaos (Tabela 8), ndo houve diferenca para o intestino
(INT) e oviduto (OVI); apenas o ceco (CEC) apresentou diferenca significativa (P>0,05), onde
a média no tratamento com a bacitracina de zinco (BAC) foi menor quando comparada a média
no tratamento com farinha de carne e 0ssos (FCO).

Tabela 8. Valores médios do comprimento de ceco
(CEC), intestino delgado (INT) e oviduto (OVI) de
galinhas poedeiras de acordo com os tratamentos

Tratamentos** CEC INT oVIi
cm

RMS 12,66 143,91 59,16

FCO 14,25 144,00 63,16

BAC 11,50 135,33 65,16

SIMC 10,41 137,16 63,66
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SIMR 13,08 138,83 61,50
SIMP 12,41 140,00 62,00
Média 12,38 139,87 62,44
EPM*** 0,407 1963 1,139
CONTRASTES* p-value

0,2397 0,9907 0,3362

0,0459" 0,2291 0,6286

0,4183 0,7968 0,7165

0,2397 10,6236 0,3774

0,4928 0,5136 0,4451

*Houve diferenga estatistica (p<0,05) para o teste de Contrastes Ortogonais.
**RMS= dieta a base de milho e soja desde a fase de cria, FCO: dieta a base
de milho e soja e farinha de carne e ossos; BAC: dieta a base de milho e
soja e farinha de carne e ossos com adic¢éo de bacitracina de zinco desde a
fase de cria; SIMC= dieta a base de milho e soja e farinha de carne e 0ssos
com adicdo de simbiotico desde a fase de cria; SIMR= dieta a base de milho
e soja e farinha de carne e ossos com adi¢do de simbidtico desde a fase de
recria; SIMP= dieta a base de milho e soja e farinha de carne e 0ssos com
adicdo de simbidtico desde a fase de produgao.
*** Erro Padrdo da Média

#Clz RMS vs FCO; C2: FCO vs BAC; C3: BAC vs SIMBC; C4: BAC vs

SIMBR; C5: BAC vs SIMBP.
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Em relacdo ao pH do contetdo dos érgdos (Tabela 9), ndo houve diferenca significativa

para o proventriculo (PRO), moela (MOE), jejuno (JEJ) e ileo (ILE). Houve diferenca

significativa para o pH do papo, duodeno e ceco (p>0,05). No contraste 4 e 5 (BAC vs SIMR,

SIMP), o pH do mostrou que o aditivo simbi6tico alterou o pH de papo, tornando-o mais acido

quando comparado com o tratamento com antibiotico. O pH de aves que receberam simbidtico

na fase de postura (SIMP) se mostrou menos &cido comparado ao tratamento com antibidtico

(BAC), referente ao C5. Diferenca significativa no contraste 1 (RMS vs FCO) para o pH do

duodeno (DUO) q apresentou um pH mais acido para aquelas aves alimentadas com a dieta que

continha FCO em comparacédo aquelas que consumiram dietas a base milho e farelo de soja.
Tabela 9. Médias de pH do papo (PAP), proventriculo (PRO), moela (MOE), duodeno

(DUO), jejuno (JEJ), ileo (ILE) e ceco (CEC), de galinhas poedeiras de acordo com 0s

tratamentos

Tratamentos** PAP PRO MOE DUO JEJ ILE CEC
RMS 4,57 5,36 4,72 5,99 5,85 6,41 5,66

FCO 4,70 5,50 4,81 5,80 5,94 6,12 5,57

BAC 4,90 5,45 4,87 5,89 5,81 6,57 5,46

SIMC 5,10 5,55 4,83 5,89 5,87 6,53 5,89

SIMR 4,52 5,38 4,76 5,83 5,82 6,37 5,67

SIMP 4,55 5,34 4,84 5,80 5,74 6,20 6,02

Media 4,72 5,43 4,81 5,87 5,83 6,37 5,72
EPM*** 0,065 0,053 0,052 0,020 0,022 0,074 0,067

CONTRASTES**** p-value

C1 0,4048 10,4530 0,6790 0,0065° 0,2822 0,2680 0,6936

C2

0,2077 0,7789 10,7368 0,1593 0,1341 0,0925 0,6381



789
790
791
792
793
794
795
796
797

798

799

800
801
802
803

804
805
806
807
808
809
810

811
812
813
814

42

C3 0,2471 0,6092 0,8428 0,9898 0,4280 0,8976 0,0745
C4 0,0285° 0,7537 05644 0,2939 0,8617 0,4423 0,3881
C5 0,0422° 0,5921 0,8563 0,1593 10,3756 0,1781 0,0237"

*Diferenga significativa no teste de contrastes ortogonais (p<0,05).

**RMS: Dieta a base de milho e farelo de soja desde a fase de cria; FCO: dieta a base de milho, farelo
de soja e farinha de carne e 0ssos; BAC: dieta FCO com adicao de bacitracina de zinco desde a fase
de cria; SIMC:

dieta FCO com adi¢do de simbi6tico desde a fase de cria; SIMR: dieta FCO com adigéo de simbidtico
desde a fase de recria SIMP: dieta FCO com adicéo de simbidtico desde a fase de producéo.
***Erro Padréo da Média.

****Contrastes ortogonais: C1: RMS vs FCO; C2: FCO vs BAC; C3: BAC vs SIMBC; C4: BAC vs
SIMBR; C5: BAC vs SIMBP.

Histomorfologia intestinal

Os resultados da histomorfologia do duodeno, apresentados na Tabela 10, mostram que
houve diferenca (P>0,05) significativa para altura de vilosidades (ALTV), profundidade de
criptas (PROC), relacdo vilo cripta (V:C) e area de vilosidade (AV) dentre os tratamentos

contrastados.

Para ALTV, quando contrastado SIMR e SIMP com o BAC (C4 e C5), identifica-se que
0 simbiotico obteve um maior comprimento de vilosidade. Para PROFC, houve apenas
diferenga significativa entre os tratamentos FCO e BAC (C2), onde o tratamento com
antibidtico indicou uma maior média. Para V:C e AV, foi observado que o uso do simbidtico
na recria e producdo obtiveram maiores médias comparadas com o antibiético bacitracina de
zinco desde fase inicial das aves (C4 e C5). E, no C2 para PROFC, o antibidtico apresentou
uma maior profundidade comparada ao tratamento FCO.

Tabela 10. Valores médios da altura de vilosidades (ALTV), largura de vilosidades (LARGV),
profundidade de criptas (PROFC), relacdo vilo:cripta (V:C) e area de vilosidades (AV) do
duodeno de galinhas poedeiras de acordo com os tratamentos

Tratamentos** ALTV (um) LARGV (um) PROFC (um) V:C (um) AV (um?

RMS 994,08 152,50 112,12 8,86 476,064
FCO 1009,30 140,61 110,74 9,14 445,647
BAC 1016,56 138,48 137,82 6,63 442,268
SIMC 1025,42 139,38 136,06 7,55 449,046
SIMR 114453 144,21 140,57 8,14 518,586
SIMP 1156,58 146,61 135,20 8,63 532,890
Média 1061,86 143,48 129,63 8,12 478,860
EPM*** 0,1933 0,1936 0,1710 0,1906 0,1902
CONTRASTES? p-value

Cl 0,0632 0,1928 0,7388 0,6857 0,3011
C2 0,3179 0,7951 <.0001* 0,0010* 0,8966
C3 0,2225 0,9122 0,6415 0,1715 0,7984
C4 <.0001* 0,4856 0,4869 0,0309*  0,0081*

C5 <.0001* 0,2731 0,4409 0,0039*  0,0008*
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*Houve diferenca estatistica (p<0,05) para o teste de Contrastes Ortogonais.

**RMS= dieta a base de milho e soja desde a fase de cria, FCO: dieta a base de milho e soja e farinha de carne e 0ss0s;
BAC: dieta a base de milho e soja e farinha de carne e ossos com adic¢éo de bacitracina de zinco desde a fase de cria;
SIMC= dieta a base de milho e soja e farinha de carne e 0ossos com adicao de simbidtico desde a fase de cria; SIMR=
dieta a base de milho e soja e farinha de carne e ossos com adigéo de simbidtico desde a fase de recria; SIMP= dieta a
base de milho e soja e farinha de carne e ossos com adi¢do de simbiético desde a fase de producao.

*** Erro Padrdo da Média

#Cl: RMS vs FCO; C2: FCO vs BAC; C3: BAC vs SIMBC; C4: BAC vs SIMBR; C5: BAC vs SIMBP.

Os resultados histomorfoldgicos do jejuno sumarizados na Tabela 11 mostram que
houve diferenca significativa (P<0,05) para todas as variaveis avaliadas dentre os contrastes.
Na ALTV, os tratamentos com aditivos resultaram em maiores médias dessa varidvel, sendo no
C2 (FCO vs. BAC) o tratamento com bacitracina obtendo maior média. E ficou evidenciado
que a utilizacdo do simbioético a partir de qualquer fase trouxe uma maior média (C3, C4 e C5)
ALTV do jejuno em comparacdo com o tratamento BAC, e 0 mesmo comportamento foi
apresentado para a relacdo vilo/cripta e area de vilosidades do jejuno. Na LARGV, foi
observado no C4 (SIMR vs. BAC) que a utilizacdo do simbiotico na recria atribui uma maior
largura de vilosidade. Para profundidade de cripta, foram apresentadas diferencas em todos 0s
contrastes, destacando os tratamentos com os aditivos possuindo médias maiores. E quando
comparado os tratamentos com simbidtico e a bacitracina, os tratamentos com simbi6tico se
mostraram maiores em relacdo ao tratamento com antibi6tico. Para a relagdo vilo/cripta e area
de vilosidades, foi observada diferenca significativa nos contrastes C2 a C4, destacando as
maiores médias dessas variaveis para os tratamentos com aditivos e a superioridade do
simbiotico independente da fase sobre o antibiotico.

Tabela 11. Valores médios da altura de vilosidades (ALTV), largura de vilosidades (LARGV),
profundidade de criptas (PROFC), relacdo vilo:cripta (V:C) e area de vilosidades (AV) do
jejuno de galinhas poedeiras de acordo com os tratamentos

Tratamentos** ALTV (um) LARGV (um) PROFC (um) V:C (um) AV (um?

RMS 540,90 125,92 90,93 5,95 213,99
FCO 539,27 125,93 88,74 6,07 213.35
BAC 546,57 127,55 93,31 5,86 219,02
SIMC 750,37 128,56 117,13 6,40 303,06
SIMR 739,60 136,78 111,03 6,66 317,78
SIMP 625,85 126,98 106,22 6,14 260,26
Média 611,06 128.19 99,18 6,14 246,75
EPM*** 0,1868 0,1875 0,1776 0,1834 0,1886
CONTRASTES? p-value

Cl 0,5176 0,9991 0,0399* 0,0702 0,8297
C2 0,0094* 0,2688 0,0001* 0,0036* 0,0655
C3 <.0001* 0,5397 <.0001* <.0001* <.0001*
C4 <.0001* <.0001* <.0001* <.0001* <.0001*
C5 <.0001* 0.7260 <.0001* 0,0010* <.0001*

*Houve diferenga estatistica (p<0,05) para o teste de Contrastes Ortogonais.
**RMS= dieta a base de milho e soja desde a fase de cria, FCO: dieta a base de milho e soja e farinha de carne e 0ss0s;
BAC: dieta a base de milho e soja e farinha de carne e 0ssos com adi¢do de bacitracina de zinco desde a fase de cria;
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SIMC= dieta a base de milho e soja e farinha de carne e 0ssos com adicéo de simbidtico desde a fase de cria; SIMR=
dieta a base de milho e soja e farinha de carne e ossos com adi¢do de simbidtico desde a fase de recria; SIMP= dieta a
base de milho e soja e farinha de carne e ossos com adi¢do de simbidtico desde a fase de producéo.

*** Erro Padréo da Média

#Cl: RMS vs FCO; C2: FCO vs BAC; C3: BAC vs SIMBC; C4: BAC vs SIMBR; C5: BAC vs SIMBP

Os resultados da morfologia do ileo apresentados na Tabela 12 mostram que houve
diferenga significativa (P<0,05) para altura de vilosidades, V:C e AV nos contrastes C1 e C2,
destacando maiores médias para FCO quando comparada com RMS, e maiores médias para
BAC quando comparada a FCO. Mesmo ndo havendo diferenca significativa, o simbiético
mostrou médias um pouco superior ou aproximada ao tratamento com bacitracina para relacdo
de vilos e criptas e area de vilosidades respectivamente, destacando, assim, o mesmo efeito da
bacitracina de zinco e simbiotico independente de fase de insercdo na dieta sobre a
histomorfometria do ileo.

Tabela 12. Valores médios da altura de vilosidades (ALTV), largura de vilosidades (LARGV),
profundidade de criptas (PROFC), relacao vilo:cripta (V:C) e area de vilosidades (AV) do ileo
de galinhas poedeiras de acordo com os tratamentos

Tratamentos** ALTV LARGV PROFC V:C AV
(Lm) (Lm) (Lm) (Lm) (Lm)
RMS 416,09 100,38 86,37 4,82 131,21
FCO 444,57 100,82 88,45 5,02 140,83
BAC 480,14 99,86 86,43 5,55 150,63
SIMC 486,60 96,52 87,32 5,57 147,59
SIMR 486,60 96,65 85,98 5,68 148,45
SIMP 488,76 98,41 85,99 5,59 148,64
Média 468,40 98,60 86,99 5,40 145,00
EPM*** 0,1904 0,1980 0,1974 0,1944  0,1927
CONTRASTES? p-value
C1l 0,0008* 0,8431 0,0706 0,0685 0,0162*
C2 <.0001* 0,5845 0,0781 <.0001* 0,0144*
C3 0,3831 0,0678 0,4211 0,8742 0,4179
c4 0,2067 0,0558 0,6533 0,1965  0,5239
C5 0,9132 0,3897 0,6746 0,7089 0,5743

Houve diferenca estatistica (p<0,05) para o teste de Contrastes Ortogonais.

**RMS= dieta a base de milho e soja desde a fase de cria, FCO: dieta a base de milho e soja e farinha de carne e 0ssos;
BAC: dieta a base de milho e soja e farinha de carne e ossos com adi¢do de bacitracina de zinco desde a fase de cria;
SIMC-= dieta a base de milho e soja e farinha de carne e ossos com adigdo de simbidtico desde a fase de cria; SIMR=
dieta a base de milho e soja e farinha de carne e ossos com adi¢éo de simbidtico desde a fase de recria; SIMP= dieta a
base de milho e soja e farinha de carne e ossos com adigdo de simbidtico desde a fase de producéo.

*** Erro Padrao da Média

**** C1l: RMS vs FCO; C2: FCO vs BAC; C3: BAC vs SIMBC; C4: BAC vs SIMBR; C5: BAC vs SIMBP

Contagem e antibiograma do Clostridium perfringens

Para a contagem de Clostridium perfringens (Tabela 13), houve diferenca significativa
(P>0,05). Houve diferenca no contraste 1 (RMS vs FCO), 3 e 4 (BAC vs SIMC, SIMR). No
contraste 1, foi observado que o nimero de unidades formadoras de col6nias (UFC/g) de
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875  Clostridium perfringens no tratamento com racao-referéncia a base de milho e soja foi 63%
876  superior ao nimero encontrado no conteddo cecal no tratamento com FCO. No contraste 3
877 (BAC vs SIMC), ao comparar os dois aditivos inseridos na dieta das aves no mesmo periodo,
878  conseguimos visualizar uma menor contagem no tratamento com o simbiético. E observou-se
879 0 mesmo no contraste 4 (BAC vs SIMR), onde a média de UFC/g de Clostridium perfringens
880  foi menor no tratamento com simbidtico. Em contrapartida, ao contrastarmos BAC vs SIMP,
881  ndo encontramos diferenca estatistica entre as médias de col6nias de Clostridium perfringens,

882 e 0 mesmo ocorre ao contrastarmos o FCO vs BAC.

883 Tabela 13. Médias das contagens de
884 Clostridium perfringens do contetdo
885 cecal de aves poedeiras de acordo com
886 0s tratamentos
887 - —
3838 TRATAMENTOS Clostridium
889 perfringens
890 UFC/
Soa RMS 12,16
894 FCO 7,66
895 BAC 7,50
896 SIMC 3,16

SIMR 4,50
gg; SIMP 6,33
899 Media 6,88
900 EPM*** 0,54
905 CONTRASTES*  (p-value)
903 C1 <.0001"
38‘5‘ C2 0.8652
00 C3 0.0001"
907 C4 0.0044
908 C5 0.2402
909
910 *Diferenga significativa no teste de contrastes
911 ortogonais (p<0,05).
912 **RMS: Dieta a base de milho e farelo de soja
913 desde a fase de cria; FCO: dieta a base de milho,
914 farelo de soja e farinha de carne e 0ssos; BAC: dieta
915 FCO com adicdo de bacitracina de zinco desde a
916 fase de cria; SIMC:
917 dieta FCO com adicéo de simbidtico desde a fase
918 de cria; SIMR: dieta FCO com adicéo de simbidtico
919 desde a fase de recria SIMP: dieta FCO com adigéo
920 de simbiético desde a fase de producéo.
921 ***Erro Padrdo da Média.
922 #Contrastes ortogonais: C1: RMS vs FCO; C2: FCO
923 vs BAC; C3: BAC vs SIMBC; C4: BAC vs SIMBR;
924 C5: BAC vs SIMBP.
925
926 Na Tabela 14, mostram-se os resultados do antibiograma. Os isolados de Clostridium

927  perfringens apresentaram resisténcia a ampicilina frente aos tratamentos com FCO e BAC, os
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demais tratamentos foram sensiveis a este antibiotico. Nenhum isolado foi resistente a
ciprofloxacina. Para o antibi6tico eritromicina, houve resisténcia das bactérias isoladas no
tratamento com antibidtico. Para os aminoglicosideos, houve resisténcia bacteriana no
tratamento que se utilizou o antibiotico bacitracina de zinco, e no tratamento RMS e SIMP
houve resisténcia bacteriana intermediéria para gentamicina e neomicina, respectivamente. Para
a lincomicina, houve resisténcia nos tratamentos RMS, FCO e BAC, sendo sensivel e
intermediario para tratamentos que continham simbidtico. Para os antibioticos tetraciclina e
bacitracina, houve apenas resisténcia do Clostridium perfringens, onde ocorreu a administracao
do antibidtico bacitracina de zinco.

Tabela 14. Perfil de susceptibilidade de Clostridium perfringens isolados de galinhas
poedeiras de acordo com os tratamentos

Antibiograma

Classe
Penicilina  Quinolona  Macrolideo  Aminoglicosideo  Lincosamida  Tetraciclina  Polipeptidico

TRAT AMP CIP ERI GEN NEO LIN TET BAC
RMS S S S I S R S S
FCO R S S S S R S S
BAC R I R R R R R R
SIMC S S S S S S S S
SIMR S S S S S S S S
SIMP S I S S I I S S
Status de susceptibilidade do antibi6tico: S= sensivel; I= intermediario; R= resistente
Discussao

Hematologia e bioquimica das aves

A auséncia de efeito dos tratamentos sobre o eritrograma no presente estudo corrobora
com os resultados encontrados por Al-Khalaifa et al., (2019), que mostrou que a utilizacdo de
prebidticos (FOS e MOS) e probidticos (Bacillus, Lactobacillus e Sacharomyces cerevisiae) na
alimentacdo de frangos de corte ndo tiveram efeito sobre os valores médios de hemacias,
hemoglobinas, hematocrito, volume corpuscular médio, concentracdo da hemoglobina
corpuscular média e proteinas plasmaticas totais. E 0 mesmo foi encontrado em um estudo com
galinhas poedeiras de 36 a 52 semanas de idade que se alimentaram com aditivo simbidtico
(Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium bifidum, Streptococcus
faecium e Aspergillus oryzae e isomalto-oligassicarideo), em estudo realizado por Tang et al.,
(2017), no qual os autores afirmam que esses resultados confirmam que o simbidtico néo afeta
a homeostase sanguinea e consequentemente é benéfico para o balancgo eletrolitico e para a

morfologia e funcdo dos eritrdcitos e leucocitos .
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A inclusdo do aditivo simbiotico resultou em um maior numero de linfocitos, eosindfilos
e trombocitos. Nas aves, os linfocitos, eosinofilos e trombocitos sdo células bastante
importantes na resisténcia imunoldgica e fagocitaria, tendo em vista que sdo células que
circulam em grande numero pela corrente sanguinea, podendo desencadear mudancas na sua
morfologia e quantidade, que podem servir como indicadores do status de satde do animal
(GRECCHI; SALIBA; MARIANO, 1980; MACARI; FURLAN; GONZALES, 2002;
THRALL et al., 2015).

Yazdi et al. (2014) associaram a reducdo dos numeros de linfocitos em aves com a
reducdo da imunidade. J& Sunu et al. (2021) identificaram o aumento de eosinofilos ao incluir
simbidtico (Allium sativum e Lactobacillus acidophilus) na dieta de frangos de corte e afirmam
gue uma alta producéo de eosindfilos mostra 0 bom funcionamento do sistema imunolégico
animal.

Apesar de ndo haver diferenca significativa (p>0,05), os niUmeros de trombaocitos foram
maiores nas aves que foram alimentadas com dieta suplementada com simbiético (p<0,1326;
0,1426 e 0,0730; para 0 C4, C5 e C6, respectivamente). Os trombacitos participam do processo
de hemostasia, atuam nos mecanismos de defesa organica, isso é demonstrado por sua
participagdo no processo de coagulacéo e processos inflamatérios, bem como por sua atividade
fagocitica durante infeccGes (TAVARES DIAS, 2003), e o simbidtico pode aumentar atividade
fagocitica, mesmo ndo havendo uma inflamag8o evidente, assim, atuando sobre o sistema
imune das aves.

Os mecanismos sobre como a bacitracina utilizada de forma continua atua na reducao
dos trombdcitos ainda sdo desconhecidos.

Em galinhas poedeiras, 0 &cido urico é o principal metabdlito do nitrogénio, produzido
nos rins e no figado. Sendo esse componente excretado particularmente por meio de secrecdo
tubular, a diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular causada pela desidratacdo pode resultar
em estagnacdo do movimento de acido Urico através dos tubulos renais (THRALL et al., 2015).

Foi evidenciado que a concentracao de acido Urico no presente estudo se mostrou menor
nos tratamentos com aditivo simbidtico em comparacdo com o tratamento com antibiotico. Em
um estudo realizado por Li et al. (2007), na utilizacdo de dieta a base de probidtico (Bacillus
subtilis) para patos, prpoporcionou uma reducdo na concentracdo do acido drico sérico. Os
autores evidenciaram que o probidtico reduziu bactérias que produziam urease e que este fator
poderia estar associado a redugdo da concentracdo de &cido Urico sanguineo. Ainda Sugiharto
et al. (2018) utilizaram produto probidtico composto por diferentes cepas de Bacillus e

observaram resultados semelhantes. De acordo com Chauhan et al. (2020) os microrganismos
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probioticos tém a capacidade de usar &cido Urico e outros produtos quimicos toxicos como 0s
seus nutrientes para o0 seu crescimento. Esta pode ser a razdo para o baixo nivel de URI no
presente estudo. Assim, a diminuicgdo significativa do nivel de &cido Urico nos grupos tratados
com simbidtico pode indicar efeito benéfico do probidtico sobre a funcédo renal (HATAB;
ELSAYED; IBRAHIM, 2016).

A maioria das proteinas plasmaticas é sintetizada pelo figado, com excecdo das
imunoglobulinas. As principais fungdes destes componentes sdo sustentar o volume sanguineo
por meio do equilibrio osmotico coloidal e auxiliar na preservacdo do pH sanguineo, tendo em
vista que possuem capacidade tampéo e fazem o transporte de metabdlitos e hormonios e agédo
regulatorio e catalitica de processos biolégicos. Algumas dessas PT sdo imprescindiveis nas
reacOes imunoinflamatdrias e nos processos de restruturacao e restauracao tecidual (MELILLO,
2013).

No presente estudo, as dietas que continham o aditivo simbidtico resultaram uma menor
atividade de proteinas plasmaticas, discordando de estudos prévios que utilizaram probioticos
ou prebidticos em aves (RASHIDI et al., 2020; SUGIHARTO et al., 2018; XU et al., 2020).
Por outro lado, Shende et al. (2021) relataram resultados semelhantes observados neste estudo
ao utilizar composto simbiotico (MOS, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus plantarum, Streptococcus faecium e Bifidobacterium bifidum) na alimentacéo de
frangos corte, entretanto, ndo apresentaram justificativas para a reducéo das proteinas totais ao
utilizar o aditivo.

Dessa forma, de acordo com Khabirov et al. (2020), a AST é uma enzima envolvida no
metabolismo de proteinas, desempenhando func¢Bes importantes, como a participacao na sintese
das membranas celulares e de aminoécidos. A atividade mais elevada de AST encontra-se no
coracdo, figado, rins, masculos e tecido nervoso. Isto se deve ao fato de que 0s processos
metabolicos nestes tecidos sdo mais ativos e as células precisam estar em constante
funcionamento para manter a sua estrutura. Assim que as células destes 6rgdos comecam
decompor-se, a enzima é ativamente liberada para o sangue e 0 seu nivel aumenta, assim como
0s niveis de proteinas totais. Neste estudo evidenciou-se que o aditivo simbidtico conseguiu
manter uma maior integridade tecidual reduzindo as concentragdes de AST em comparacao
com o antibidtico, proporcionando uma menor concentragdo de PT nos tratamentos com
simbiotico, trazendo a hipdtese de que a utilizagdo continua do antibiotico e em longo prazo
pode trazer danos tissulares.

A presenca de enzimas séricas e a sua quantidade no soro podem fornecer algumas

indicacdes sobre o grau de danos em 6rgédos ou tecidos. A concentracdo sérica de enzimas
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hepéticas, tais como AST e ALT, pode ser usada para avaliar a funcdo hepatica aviaria porque
a sua sintese ocorre no figado (GONZALEZ; SILVA, 2006). No presente estudo, foi
demonstrado que poedeiras alimentadas com simbiotico obtiveram menor atividade de AST e
ALT, caracterizada por uma boa condicdo hepéatica dessas aves. O mesmo resultado foi
observado por Tang et al. (2017) ao inserir probidtico, prebidtico e simbidtico na alimentacao
de galinhas poedeiras de 20 a 52 semanas de idade.

Em um estudo realizado por Attia et al. (2015) com coelhos, utilizando continuamente
o0 MOS e Bacitracina de Zinco na alimentacdo, observaram aumento das enzimas hepaticas
(AST e ALT) para o uso continuo do antibidtico em comparacdo com o prebiotico, foi
comprovado por achados histologicos que a administracdo continua da bacitracina de zinco
trouxe efeitos deletérios sobre o figado, rim e ileo, que foram revelados por meio da observacéo
de dilatacdo multifocal no tecido hepatico e atrofia dos tabulos renais. Resultado similar pode
ter sido constatado no presente estudo, quando foi observado maior atividade das enzimas AST
e ALT no tratamento com a bacitracina de zinco utilizada na alimentacdo das aves desde a fase
de cria.

Em aves sadias, a atividade de LDH no plasma é inferior a 1.000 UI/L e o0 seu aumento
esta associado a doenca hepatocelular ou lesdo muscular. Porém, para definir esse diagndstico,
€ necessario observar as concentragdes das enzimas CK, AST e ALT (THRALL et al., 2015).
No presente estudo, as aves alimentadas com FCO apresentaram uma concentracdo anormal de
LDH (1154,18 UI/L), porém, as outras enzimas do mesmo tratamento se encontravam estaveis
para predizermos que as aves estavam submetidas a uma lesdo muscular ou hepatocelular.
Nessa mesma variavel, houve diferenca (P<0,05) entre o tratamento com simbi6tico na recria
em comparagdo ao tratamento com bacitracina, mesmo n&o havendo diferenga nos outros
contrastes com simbidtico versus bacitracina de zinco (p<0,3943, 0,0790, C3 e C5
respectivamente), constando, assim, uma reducdo do LDH ao empregar o aditivo simbiotico na
dieta das poedeiras. Michalska et al. (2021) avaliaram a utilizacdo de probiéticos em codornas
desafiadas por Clostridium perfringens e observaram que o aditivo reduziu as concentragdes de
LDH e reduziu lesdes provocadas pelo desafio, e que o principal motivo para a reducéo desses
componentes seria a atuagdo do probidtico com efeito anti-inflamatério e hepatoprotetor.

O teor plasmatico de fosforo € controlado principalmente pela excrecdo renal,
estimulada pelo paratorménio. Em aves, considera-se um caso de hiperfosfatemia quando a
concentracdo sérica de fosforo é superior 7,0 mg/dl (THRALL, 2015). E evidenciado no
presente trabalho que as concentragdes de fésforo no tratamento com antibidtico se encontram

acima (11,45 mg/dL) do valor normal. De acordo com Thrall (2015), tal irregularidade pode
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ser vista em casos de doenca renal grave, por causa da menor taxa de filtracdo glomerular. E
anteriormente ja vimos que a bacitracina de zinco utilizada em longo prazo pode afetar as
funcBes renais, chegando a causar lesdes ao 6rgdo. No presente estudo, as aves possuiam 90
semanas de idade e as do tratamento BAC recebiam o antibiotico como aditivo desde um dia
de idade, verificando que os niveis de enzimas, como AST, ALT e &cido Urico, estéo altos,
destacando uma possivel hepato-toxicidade pela administracdo continua, porém, as aves que
recebiam simbidticos mantiveram melhores niveis dessas respectivas enzimas, destacando
assim uma melhor condicao hepatica.

O HDL ou lipoproteinas de alta densidade conhecidas como “colesterol bom” tem como
funcdo remover o colesterol das artérias e o levar de volta para o figado, impossibilitando seu
acimulo (ALVARENGA et al.,, 2011). A inclusdo do aditivo simbidtico aumentou as
concentracdes de HDL corroborando com estudo realizado por Tang et.al (2017), onde a
inclusdo de simbidtico aumentou significativamente a concentracdo de HDL de galinhas
poedeiras. E mesmo ndo havendo diferenca significativa para a concentragéo de colesterol entre
os tratamentos com aditivos (exceto o SIMP), consta-se que, ao aumentar o HDL sérico, ocorre
a reducdo do colesterol, confirmando a teoria de Alvarenga et.al, (2011).

Os resultados deste estudo indicam que os probidticos tem uma acdo
hipocolesterolémica sobre o animal hospedeiro. No entanto, essa a¢ao por probiéticos nao foi
bem esclarecida e varios mecanismos sao hipotetizados, como a utilizacdo do colesterol por
probiéticos (GILLILAND; NELSON; MAXWELL, 1985); a inibicdo de hidroximetilglutaril
coenzima A redutase por probidticos, uma enzima que esta ligada a rota de sintetizacdo do
colesterol (FUKUSHIMA; NAKANO, 1995), e a conversao de colesterol ao coprostanol pela
enzima colesterol redutase, que é produzida por probidticos (OOI; LIONG, 2010)

Nota-se que o tratamento com bacitracina de zinco apresentou maior concentracdo de
colesterol, e esses dados discordam de um estudo realizado por Ogboko (2011), que utilizou
de bacitracina de zinco na alimentacdo de frangos de corte e observou a reducdo do teor de
colesterol sérico, porém, como frangos de corte possuem ciclo de producéo curto, ndo podemos
considerar essa reducdo como efeito de longo prazo. Como ja relatado anteriormente, 0 uso
continuo de bacitracina de zinco pode perturbar as func¢Ges renais e hepéticas, e isso pode ter

ocasionado um problema na utilizacdo e na mobilizagdo do colesterol nesse tratamento.

Avaliacéo de 6rgéos
O figado das aves esta envolvido em uma série de fungdes metabolicas e homeostéticas,

sendo um orgdo responsavel pela maioria dos processos de sintese, metabolismo, excrecdo e
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desintoxicacao, representando um papel importante na digestdo e metabolismo, estabilizando a
producdo, retencdo e liberacdo de carboidratos, proteinas e lipideos (DENBOW, 2015).

No presente estudo, foi observado que o peso relativo dos figados (Tabela 6) de aves
alimentadas com simbidtico foi maior quando comparado com as aves alimentadas com
antibiotico, e esses dados estdo de acordo com estudos prévios que utilizaram probiético e
obtiveram 0 mesmo comportamento sobre o peso do figado (REUBEN et al., 2021; WANG et
al., 2015; YU et al., 2020).

A compreensao sobre a correlacdo entre a utilizagdo do simbidtico e aumento do figado
ainda néo é bem elucidada, porém, um estudo realizado por Sharma, Bhardwaj e Singh (2016)
verificaram que, ao administrar probioticos (Lactobacillus casei e Bifidobacterium bifidum)
para ratos, houve um aumento no glicogénio do figado, e esta seria uma possivel explicacdo
para 0 maior crescimento do 6rgéo.

Observando o peso relativo do figado das aves tratadas com antibiotico, viu-se uma
reducdo significativa comparada aos tratamentos com simbio6tico, e confirmamos os achados de
Attia et.al (2015), onde o figado de coelhos tratados continuamente com bacitracina de zinco
apresentaram congestdo sinusoidal, acarretando na atrofia do figado.

Ao correlacionarmos a atividade de enzimas hepaticas (Tabela 5) com o tamanho do
figado (Tabela 7), observa-se alteracGes nos valores de AST e ALT das aves do tratamento com
bacitracina de zinco, que foi caracterizado por uma maior atividade dessas enzimas acarretando
um possivel dano hepatico, que pode ter ocasionado na reducdo do figado, e também se
observou melhores condi¢cBes dessas enzimas para as aves dos grupos com simbidtico,
caracterizando figados maiores, possivelmente nao atrofiados e saudaveis.

No presente estudo, foi observado que aves que consumiram dieta a base apenas de
milho e soja obtiveram um maior peso relativo de pancreas significativo (p>0,05) no C2 (FCO
vs BAC) e numericamente maior em relacdo aos outros tratamentos. Este achado estd em
concordancia com estudo realizado por Awad et al. (2009), onde o pancreas de frangos de corte
apresentou maior peso relativo comparado com o tratamento com simbidtico (E. faecium,
Lactobacillus e prebidtico derivado de chicéria). Ainda de acordo com um estudo realizado por
Matur et al. (2010), a suplementagdo com Saccharomyces cerevisiae para frangos de corte
aumentou a atividade da enzima alfa amilase no pancreas, 0 aumento da atividade pancreatica
pode ocasionar na reducdo do 6rgdo, o que pode ser uma justificativa para o resultado do
presente estudo.

Referente ao comprimento dos 6rgaos (Tabela 8), foi observado que a dieta contendo

farinha de carne e 0ssos resultou em maior comprimento de ceco. Farinhas de carne e 0ss0s
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muitas vezes sdo tratadas com &cidos organicos e esses compostos além de trazerem beneficios
para a qualidade fisico-quimica do ingrediente podem trazer melhorias para a saude do animal
(WALES; ALLEN; DAVIES, 2010). De acordo com Svihus et al. (2013), os acidos organicos
aumentam a fermentacdo no ceco, consequentemente fazendo com que haja um maior
comprimento deste 6rgao, sendo uma provavel explicacdo para o resultado no presente estudo.

Ao avaliar o pH do contetdo digestivo, observou-se que o simbidtico inserido desde a
fase de recria e inicio de producédo proporcionou uma maior acidificacdo do papo das galinhas
poedeiras, resultado esta de acordo com o estudo de Bouassi et al. (2021), que utilizaram um
probiotico a base de Lactobacillus spp. para poedeiras que, além de reduzir o pH do papo,
reduziu bactérias patogénicas, como coliformes totais e E.coli, e aumentou Lactobacillus spp.
no ileo e ceco. Nas aves, as bactérias patogénicas atingem o trato gastroinstestinal apos
ultrapassar do papo. E importante ter um papo com pH baixo para prevenir ou diminuir a
colonizacgdo por agentes patogénicos no trato digestivo (HINTON; BUHR; INGRAM, 2000).

No pH, o tratamento SIMP se mostrou quase neutro em comparagdo com o tratamento
com antibidtico no contetdo cecal, e isso pode ter sido influenciado pela administracdo tardia
do simbidtico, tendo em vista que esse pH mais neutro pode influenciar diretamente a
colonizacgdo de bactérias patogénicas, como Clostridium perfringens, que tem como pH 6timo
para crescimento uma faixa de 6,0-7,0 (LABBE, 1991).

Histomorfologia intestinal

Parametros morfologicos, tais como comprimento das vilosidades, profundidade da
cripta, proporc¢do vilosidade/criptas e area de das vilosidades, sdo normalmente utilizados para
investigar os efeitos dos microrganismos na morfologia intestinal. Estes parametros,
especialmente a area de vilosidades, foi positivamente relacionado a eficiéncia de absor¢do do
intestino delgado em aves de producdo (MATUR; ERASL, 2012).

Um suplemento simbi6tico é utilizado principalmente para garantir uma boa capacidade
de sobrevivéncia das bactérias probidticas no trato digestivo atraves do seu substrato prebidtico.
Sem uma fonte de alimentos t&o vital para a microbiota probidtica, ocorreria a diminuigdo da
intolerdncia para a temperatura intestinal, oxigénio e baixo pH (SEKHON; JAIRATH, 2010).
Os resultados no presente estudo mostraram que suplementar poedeiras com simbidtico
independente da fase resultou em melhorias na histomorfometria do duodeno, jejuno e ileo. E
esses dados corroboram com Abdelgader et al. (2013), que utilizaram aditivo simbidtico

composto por Bacillus subtilis e inulina e obtiveram uma melhoria na histomorfometria do
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intestino delgado de poedeiras em fase final, como no presente estudo. E, de acordo com o
mesmo estudo, a colonizacdo da microbiota benéfica, juntamente com o aumento da area de
absorcéo de vilosidades, esta diretamente associada as melhorias no desempenho e na qualidade
dos ovos.

Os probioticos usados no presente estudo podem desempenhar acdo sobre a saude
intestinal ndo apenas por mecanismos de exclusdo competitiva, mas também pela producéo de
substancias antimicrobianas, que sdo citotoxicas para as bactérias patogénicas, 0 que reduz os
sinais ligados a infecgcbes intestinais, como a reducdo da area de absorcdo (Lactobacillus
acidophillus e Bacillus subtilis) (GRANT; GAY; LILLEHOJ, 2018; LI et al., 2018), ainibicdo
do crescimento de bactérias patogénicas devido a producdo de &cidos graxos de cadeia curta
como acetato e lactato, além de promover a saude do hospedeiro, estimula o desenvolvimento
das vilosidades intestinais e area de absor¢éo( Bifidobacterium bifidum) (ABD EL-HACK et
al., 2020), aumentando o nimero de células caliciformes e consequentemente a producédo de
muco, que desencadeia uma maior protecdo da mucosa intestinal, contribuindo para uma melhor
salde do TGI (Sacharomyces cerevisae) (POLONI et al., 2020), e a modulacdo da microbiota
pode resultar em maior area de absorcdo e desempenho de aves (Enterococcus
faecium)(CASTANEDA et al., 2020).

Contagem e antibiograma do Clostridium perfringens

No presente trabalho, foi observado que a administracdo de simbidtico desde a fase de
cria e recria obtiveram uma menor contagem de unidades formadoras de colénias (UFC/g) de
Clostridium perfringens (Tabela 13). Abdelgader et al., (2013) mostraram que a utilizacdo de
um simbidtico composto por Bacillus subtillis e inulina reduziu a contagem de Clostridium
perfringens do contetdo cecal de galinhas poedeiras.

O pH do conteddo cecal do tratamento SIMP pode estar correlacionado com maior
contagem de C. perfringens, tendo em vista que o pH esta dentro do ideal para o crescimento
da bactéria. E também a possivel presenca de acidos organicos ou PNA’s pode ter atuado de
certa forma positiva sobre o nimero de col6nias no tratamento FCO, se observa ainda que a
utilizacdo do antibi6tico a longo prazo causou um maior nimero de colénias e desenvolvimento
de multirresisténcia do C.perfringens.

Os efeitos benéficos da fermentacdo bacteriana estdo envolvidos na modulagdo da
microbiota intestinal, que consequentemente promove 0 crescimento dos microrganismos

benéficos e a producdo pos-bidticos benéficos respectivamente como bactérias do género
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Bifidobacterium spp. e o &cido lactico, que pode inibir o crescimento de Salmonella,
Escherichia coli e Clostridium perfringens (CUMMINGS e MACFARLANE, 2002).

O uso de antibioticos aumenta de forma potencial a resisténcia microbiana em
animais (PAL et al., 2016). O desenvolvimento de bactérias resistentes que estdo ligadas a
doencas e a crescente gama de genes de resisténcia a antibidticos em bactérias tem sido causa
de preocupagéo, e pesquisas com este intuito sdo de grande importancia para entender a
prevaléncia e a dinamica dos microrganismos resistentes no setor avicola (ROTH et al., 2019).

Estudos que relacionam a utilizacdo de aditivos, principalmente simbioticos, com a
resisténcia de bactérias isoladas de aves sdo escassos, e atualmente apenas um foi evidenciado,
no qual se avaliava prevaléncia de E.coli resistente a antibiéticos em frangos de corte desafiados
com uma cepa multirresistente de E.coli e alimentados com ampicilina, um acido organico e
simbiodtico (ROTH et al., 2019), ndo sendo identificada nenhuma pesquisa com 0 mesmo
objetivo relacionado a Clostridium perfringens em galinhas poedeiras ou frango de corte.
Baseado nisso, a maioria dos estudos onde houve o isolamento em galinhas poedeiras e
avaliacdo do perfil de resisténcia do C.perfringens concentra-se em pesquisas de campo em
fazendas avicolas justifica a resisténcia dessa bactéria ligada ao uso indiscriminado de
antibidticos na nutricdo das aves (ACHAKZAI; TAJ; ACHAKZAL, 2020; LI et al., 2021; XU
etal., 2021).

A pesquisa desenvolvida demonstra que o simbiotico, independente da fase que foi
inserido, mostrou efeito benéfico sobre a susceptibilidade do C. perfringens a diversos
antibidticos. E, de acordo com XU et al. (2021), ao inserir probidticos na alimentacéo animal,
o aditivo atua com os mecanismos de exclusdo competitiva, producdo de bacteriocinas, reforgo
da estrutura intestinal e aprimora as fun¢des imunoldgicas e o equilibrio do transito intestinal,
exercendo uma menor pressdo seletiva comparada a antibiéticos, podendo ndo contribuir ou até
mesmo reduzir a resisténcia de bactérias potencialmente patogénicas.

Foi observado em um estudo de Sé&enz et.al (2019), que comparava o0 uso de antibidtico
de amplo espectro sobre a diversidade da microbiota intestinal, sobre os genes de resisténcia
microbiana e elementos genéticos moveis na microbiota de peixes, que, além da dominancia
de comunidades patogénicas de bactérias, e mecanismos de resisténcia, o efluxo de antibidtico
foi caracterizado para a microbiota que recebeu o antibiotico e se correlacionou positivamente
com a transferéncia de resisténcia por elementos genéticos moveis, além disso, depois de cessar
0 uso do antibidticos, esses efeitos foram reduzidos. No presente estudo, como a bacitracina foi

utilizada de forma continua, os efeitos de transferéncia de genes por elementos genéticos
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moveis podem ter sido mais evidentes, em especial pela pressdo seletiva causada pelo
antibidtico.

Clostridium perfringens é uma bactéria comensal em aves e tem uma prevaléncia maior
no ceco (IMMERSEEL et al., 2004). O C. perfringens pode ser frequentemente submetido a
pressOes seletivas impostas por tratamentos com antibidticos, que podem contribuir
consideravelmente para a disseminagdo da resisténcia a esses compostos (KHADEMI;
SAHEBKAR, 2019). Estudos ja comprovam a resisténcia do C. perfringens isolados de aves a
aminoglicosideos, polipeptidicos (ACHAKZAI; TAJ; ACHAKZAI, 2020), eritromicina,
tetraciclina, lincomicina, bacitracina (MWANGI et al., 2019) e ampicilina (JANG et al., 2020).
Desde o primeiro trabalho realizado no Brasil sobre suscetibilidade antimicrobiana de cepas de
Clostridium perfringens isoladas em aves, ja foi identificada a resisténcia a bacitracina (SILVA
et al., 2009). E atualmente sdo identificados genes do Clostridium perfringens, inerentes a
plasmideos de resisténcia como o gene pCW3, que estdo ligados a resisténcia do C.perfringens,
a tetraciclina e a bacitracina, que podem ser modificadas e atuar sobre a resisténcia a outros
antibioticos (ADAMS et al., 2018; HAN et al., 2015).

E, ao verificar o pH e correlacionar com a colonizacdo do ceco pela bactéria, constata-
se que inserir o simbidtico em uma fase precoce ou tardia pode interferir no perfil de
susceptibilidade de C.perfringens a antibioticos isolados do ceco das galinhas poedeiras, como
constata no presente estudo que, ao inserir o simbidtico s6 a partir da fase de postura, ha uma
maior colonizacdo da bactéria, que passam a ter perfil intermediario diante de alguns
antibidticos. Ndo ha estudos que evidenciem a relacdo entre o tempo de insercdo de um
simbidtico na alimentacdo animal sobre a resisténcia bacteriana, sendo este o primeiro que
avalia este aspecto. Sendo assim, mais estudos sdo necessarios para de fato averiguar a
influéncia do tempo de insercdo de um simbidtico sobre a pressao que é causada a resisténcia
bacteriana ou para confirmar se uma microbiota preestabelecida tem menor atuacdo do

simbidtico sobre a redugdo e susceptibilidade de Clostridium perfringens.
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5 CONCLUSAO

O simbiotico se destaca como um bom substituto da bacitracina de zinco, pois
proporciona melhor estado hemato-bioquimico, saude dos oOrgdos, melhora as condigdes
histomorfométricas do intestino delgado e reduz a colonizacdo de Clostridium perfringens e
sua resisténcia a diversos antibioticos. E, considerando o conjunto de dados obtidos, a fase de
recria seria 0 melhor momento para insercao do simbiotico para manter poedeiras saudaveis até

as 90 semanas de idade.
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