UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA — UDESC
CENTRO DE EDUCACAO SUPERIOR DO OESTE - CEO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOTECNIA- PPGZOO

PATRICK IURY ROIESKI

PREBIOTICOS, PROBIOTICOS, ACIDOS ORGANICOS E SUAS COMBINACOES
SOBRE O DESEMPENHO DE FRANGOS DE CORTE DESAFIADOS POR
Escherichia coli PATOGENICA PARA AVES (APEC)

CHAPECO
2022



PATRICK IURY ROIESKI

PREBIOTICOS, PROBIOTICOS, ACIDOS ORGANICOS E SUAS COMBINACOES
SOBRE O DESEMPENHO DE FRANGOS DE CORTE DESAFIADOS POR
Escherichia coli PATOGENICA PARA AVES (APEC)

Dissertacao apresentada como requisito
parcial para obtencdo do titulo de mestre
em Zootecnia pelo Programa de Pés-
Graduacao em Zootecnia da Universidade
do Estado de Santa Catarina — UDESC.
Orientador: Prof. Dr. Marcel Manente
Boiago

CHAPECO
2022



Ficha catalografica elaborada pelo programa de geracdo automatica da
Biblioteca Setorial do CEO/UDESC,

com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

lury Roieski, Patrick i ) )
PREBIOTICOS, PROBIOTICOS, ACIDOS ORGANICOS E
SUAS COMBINACOES SOBRE O DESEMPENHO DE
FRANGOS DE CORTE DESAFIADOS POR Escherichia coli
PATOGENICA PARA AVES (APEC) / Patrick lury Roieski. --
2022
50 p.

Orientador: Marcel Manente Boiago

Dissertac&o (mestrado) -- Universidade do Estado de
Santa Catarina, Centro de Educagao Superior do Oeste,
Programa de Pos-Graduacdo em Zootecnia, Chapeco, 2022

1. Antimicrobiano. 2. Exclus&o competitiva. 3.
Lactobacillus. 4. Mananoligossacarideos. |. Manente Boiago,
Marcel . Il. Universidade do Estado de Santa Catarina, Centro
de Educacéo Superior do Oeste, Programa de
Pos-Graduac&do em Zootecnia. Il Titulo.




PATRICK IURY ROIESKI

PREBIOTICOS, PROBIOTICOS, ACIDOS ORGANICOS E SUAS COMBINACOES
SOBRE O DESEMPENHO DE FRANGOS DE CORTE DESAFIADOS POR
Escherichia coli PATOGENICA PARA AVES (APEC)

Membros:

Dissertacdo apresentada como requisito
parcial para obtencdo do titulo de mestre
em Zootecnia pelo Programa de Pés-
Graduacao em Zootecnia, da Universidade
do Estado de Santa Catarina — UDESC.
Orientador: Prof. Dr. Marcel Manente
Boiago

BANCA EXAMINADORA

< Marcel Manente Boiago, Dr
UDESC Oeste

A

Denise-NUinés Aradjo, Dr?
UDESC Oeste

s L K _
Snn Al 2 W"‘"
Ana Angelitad Sampaio Baptista, Dr2
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Chapecé, 01 de agosto de 2022.



Por aqueles que sempre estiveram

comigo.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais Altemiro e Idene, que apesar de todas as dificuldades
enfrentadas durante esse periodo, nunca deixaram de trabalhar diariamente e prestar
o auxilio necessario, além de todo incentivo que foi fundamental para que eu chegasse
até aqui. Agradeco a minha namorada Alana, por todo amor, respeito, carinho,
atencao e resiliéncia compartilhado comigo nesses anos.

Aos amigos e colegas de curso, que sempre estiveram comigo durante toda
essa caminhada, acompanharam-me em momentos bons, ruins, dificeis e alegres. Ao
Grupo de Estudo em Avicultura — GEAVI, o qual tive a oportunidade de fazer parte
durante todo periodo da pés-graduacao.

Agradeco a Universidade do Estado de Santa Catarina por ser minha casa na
formacdo académica, por todo aprendizado proporcionado durante a fase da
graduacéo e pés-graduacédo, sem duvidas foi a minha melhor escolha.

Agradeco também a Vetanco do Brasil e seus colaboradores, pela concesséo
de produtos, recursos financeiros e pela excelente parceria gerada durante essa etapa
tdo importante.

Por fim, ao meu orientador e professor Dr. Marcel Manente Boiago, por sua
exemplar conduta pessoal e profissional, que durante este periodo me permitiu
conhecer, desenvolver e aperfeicoar diversas atividades no meio académico e exercer
de fato a profisséo de Zootecnista.

Encerro esse ciclo com muita gratiddo por tudo que vivi e tenho a certeza de
qgue o processo foi valido e gerara frutos. Sem mais delongas, com muito carinho

afirmo em dizer a vocés meus caros: Eu os amo!



“Suas circunstancias atuais nao
determinam onde vocé pode ir, elas
apenas determinam onde vocé comeca.”
(Nido Qubein)



RESUMO

Promotores de crescimento com base em antibiéticos possuem um longo e vasto
historico de uso na industria avicola nacional e mundial. O uso dessas substancias
tem relacéo direta com as medidas de biosseguridade dos lotes, com o propdésito de
elevar as variaveis de producdo e atenuar o desenvolvimento de enfermidades,
especialmente as bacterianas. No entanto, devido a selecdo de microrganismos
resistentes e a pressdo dos mercados consumidores, 0 uso desses agentes sofreu
reducdo e até mesmo, erradicacdo em alguns paises. Baseado nisso, novas
alternativas foram requeridas, entre elas, destacam-se o0s prebiéticos, probiéticos e
acidos organicos. Diante disso, 0 objetivo do estudo foi avaliar o uso de produtos
comerciais compostos por prebiéticos, probidticos e acidos organicos como aditivos
alimentares e seus efeitos sobre as variaveis de desempenho e microbioldgicas de
frangos de corte desafiados Escherichia coli patogénica para aves (APEC). Foram
alojados 480 pintainhos machos divididos em 6 tratamentos com 4 repeticdes com 16
animais cada. Todos os animais receberam dieta basal, sendo os tratamentos
divididos pelos aditivos presentes na racao: (T1) Controle positivo (CP) - racao basal
+ inoculacdo, sem nenhum aditivo; (T2) Controle negativo (CN) - racdo basal sem
aditivo e sem inoculacéo; (T3) Tratamento com antibiético (ATB) — aves inoculadas +
racdo basal com promotor de crescimento antibiotico; (T4) Tratamento com probidtico
(PRO) - aves inoculadas + racéo basal com produto probi6tico; (T5) Tratamento com
prebidtico e acidos organicos (PRE+AOQ) - aves inoculadas + racdo basal com produto
composto por probidtico e acidos organicos; (T6) Tratamento com probioticos,
prebiéticos e acidos organicos (PRO+PRE+AOQ) - aves inoculadas + racao basal com
produtos compostos por probioticos, prebidticos e acidos organicos. Os animais foram
desafiados com 1,24 x 10’'UFC/mL aos 14 dias de vida. As aves foram avaliadas
guanto ao seu desempenho produtivo (indice de eficiéncia produtiva, ganho de peso,
consumo de racgéo, conversao alimentar e viabilidade), quantificacdo de E.coli nas
excretas e translocacéo bacteriana no figado. O impacto gerado pela contaminacao
das aves com a APEC foi mais significativo até os 35 dias de idade nos parametros
produtivos, sem influenciar a viabilidade do lote. Nao foi observada a expressao de
doenca clinica e mortalidade no lote. O uso do antibidtico (Enramicina 8%) e dos
produtos compostos por probiéticos e prebidticos + acidos organicos proporcionou

maior ganho de peso das aves nos periodos avaliados, entretanto ndo afetou a



contagem e a presenca de Enterobactereae totais nas fezes e no figado,
respectivamente. A combinacdo dos produtos a base de probidticos, prebiéticos e
acidos orgéanicos ocasionou piora da conversao alimentar e do ganho de peso das
aves.

Palavras-chave: Antimicrobiano; Excluséo competitiva, Lactobacillus;

Mananoligossacarideos.



ABSTRACT

Antibiotic-based growth promoters have a long and extensive history of use in the
national and global poultry industry. The use of these substances is directly related to
the biosecurity measures of the lots, with the purpose of increasing production
variables and attenuating the development of diseases, especially bacterial ones.
However, due to the induction of resistance of microorganisms followed by pressure
from consumer markets, the use of these agents has been reduced and even
eradicated in some countries. Based on this, new alternatives were required, among
them, the use of substances based on prebiotics, probiotics and organic acids stands
out. Therefore, the objective of this work was to evaluate the use of commercial
products composed of prebiotics, probiotics and organic acids as food additives and
their effects on the performance and microbiological variables of broilers challenged
by a known strain of avian pathogenic Escherichia coli (APEC). To carry out this
experiment, 480 male broiler chicks were divided into 6 treatments with 4 replications
with 16 animals each. All animals received a basal diet and the treatments were divided
into six groups: Positive control (PC) - basal ration + inoculation, without any additive;
Negative control (NC) - basal diet without additive and without inoculation; Antibiotic
treatment (ATB) — inoculated birds + basal feed with antibiotic growth promoter;
Probiotic treatment (PRO) - inoculated birds + basal diet with probiotic product;
Treatment with prebiotics and organic acids (PRE+AOQ) - inoculated birds + basal ration
with a product composed of probiotics and organic acids; Treatment with probiotics,
prebiotics and organic acids (PRO+PRE+AQ) - inoculated birds + basal feed with
products composed of probiotics, prebiotics and organic acids. The birds were
evaluated for their productive performance (productive efficiency index, weight gain,
feed intake, feed conversion and viability), quantification of E. coli in the excreta and
bacterial translocation in the liver. The impact generated by the contamination of birds
with APEC was more significant up to 35 days of age on production parameters,
without influencing the viability of the flock. The use of antibiotics and products
composed of probiotics and prebiotics + organic acids provided greater weight gain of
the birds in the evaluated periods, however, it did not affect the count and presence of
E. coli in feces and liver, respectively. The combination of products based on
probiotics, prebiotics and organic acids caused a worsening of feed conversion and

weight gain of the birds.



Keywords: Antimicrobial, Competitive exclusion; Lactobacillus;

Mannanoligosaccharides.
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1 INTRODUCAO

A demanda por alimento cresceu substancialmente com o passar dos
anos, e para sustentar a necessidade da populacdo humana, a producao global
precisa aumentar (AROEIRA et al., 2021). Em consonancia com o apelo nacional
e internacional por alimentos, a industria avicola caracteriza-se como uma fonte
de proteinas de alta qualidade (RAZA; BASHIR; TABASSUM, 2019). De acordo
com a Associacao Brasileira de Proteina Animal (ABPA, 2022) o Brasil ocupa a
terceira posi¢ao na producao mundial de carne de frango e a primeira no ranking
global de exportacao.

No entanto, para que o volume solicitado seja de fato atendido, é
necessario que O processo siga em constante ascensdo. Sem duvidas, a
adequacao de fatores relacionados a nutricdo, sanidade e bem-estar dos
animais, colaboraram para o aumento do potencial produtivo e a expanséao de
novos mercados no exterior (OLADOKUN; ADEWOLE, 2020). Visando atender
as exigéncias nutricionais e elevar indices produtivos, sao utilizados os
promotores de crescimento, aditivos introduzidos na alimentagcdo com a intencéo
de melhorar as variaveis de ganho de peso, consumo de racdo e conversao
alimentar (TOLDRA; REIG, 2016).

O uso dos promotores de crescimento consiste em fornecer aos animais
dosagens menores que as terapéuticas, cujo proposito é profilatico, e visa
atenuar a ocorréncia de enfermidades, especialmente as bacterianas (FASINA
et al., 2016). Um classico exemplo é a colibacilose, por se tratar de uma doenca
causada pela bactéria Escherichia coli e possuir associacdo com a reducao de
indices produtivos devido a sua acdo deletéria, a tornam hoje, um problema
sanitario de extrema relevancia em toda cadeia avicola nacional e mundial
(SONG et al., 2020). Haja visto que, esses patdgenos por vezes, além das
perdas produtivas, sdo caracterizados como multiresistentes e inibem as agdes
dos medicamentos de forma gradual, apresentando risco aos consumidores
atraves da recepc¢ao de genes com relativa resisténcia dos antibidticos para as
outras bactérias (NHUNG; CHANSIRIPORNCHAI; CARRIQUE-MAS, 2017).

Conforme o exposto, a resisténcia de bactérias a alguns principios ativos

e as limitagbes impostas quanto ao uso desses medicamentos por leis
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especificas abrem lacunas para o uso de aditivos naturais. Uma possibilidade
em ascensdo na area dos melhoradores de desempenho sdo os produtos
alternativos com base em prebidticos, probidticos e acidos organicos (AMIRI et
al., 2020). Esses compostos apresentam atividade antimicrobiana e otimizam o
controle de determinadas enfermidades, o que 0s tornam uma excelente
oportunidade para beneficio da saude intestinal e do sistema como um todo
(GALLI et al., 2021).

Diante desse contexto, o objetivo do estudo foi avaliar o uso de produtos
comerciais compostos por prebioticos, probidticos e acidos organicos como
aditivos alimentares e seus efeitos sobre as variaveis de desempenho e
microbioldgicas de frangos de corte desafiados Escherichia coli patogénica para
aves (APEC).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PROMOTORES DE CRESCIMENTO

Na area de producdo animal, o uso generalizado de antimicrobianos se
deve ndo apenas como agentes terapéuticos, mas também como promotores de
crescimento, agentes metafilaticos e profilaticos (GAMBI et al., 2022). O uso de
promotores de crescimento com base em antibioticos elevou a eficiéncia
produtiva na producéo avicola por anos, porém, devido a pratica muitas vezes
inconsciente do uso, esses compostos tornaram-se uma preocupacao para
saude humana e animal, especialmente, no que se referem a alteracdo do
potencial de resisténcia antimicrobiana (KIM; MORISHITA; DONG, 2021).

Na esperanca de reduzir o aumento de infec¢des causadas por patdégenos
resistentes, a pressao publica influenciou o setor agricola, incluindo a industria
avicola, para limitar ou erradicar de vez, o uso cotidiano de antimicrobianos nos
sistemas de producédo animal (BAILEY et al., 2019). Baseado nisso, a pressao
para reduzir o uso desses farmacos como promotores de crescimento nas
atividades pecuarias é evidente, uma vez que inUmeros paises estao aderindo
as restricbes do uso dessas substancias (MARIA CARDINAL et al., 2019).

No entanto, essa tarefa ndo é simples, visto que, esses compostos
apresentam um longo e vasto historico de uso. A utilizacdo de promotores de
crescimento com base em antibiticos tem sido empregada nas atividades
pecuarias em diversos paises desde 1950 (DIBNER; RICHARDS, 2005). O
primeiro registro de estudo é de 1947, onde verificou-se que os antibiéticos
promoveram melhores resultados no crescimento e desempenho de galinhas
alimentadas com produtos fermentados a base de tetraciclina (GONZALEZ
RONQUILLO; ANGELES HERNANDEZ, 2017). A partir disso, o uso de
antibiéticos em baixas dosagens como promotores de crescimento se tornou
comum, de tal forma que em 1951 o Food and Drug Administration (FDA) dos
Estados Unidos aprovou o seu uso na alimentacdo animal sem prescrigcao
veterinaria (GONZALES; MELLO; CAFE, 2012). Através desta constatacao,
seguido do rapido aumento da populacdo mundial e a consequente

intensificacdo da producdo vegetal e animal, a utlizacdo de antibidticos
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expandiu-se para diversas espécies animais produtoras de alimentos
(GAMBOA-CRUZ et al., 2021).

No entanto, nos dias de hoje o cenario € diferente. A Suécia foi o primeiro
pais a realizar a alteracdo das leis de uso de antibiéticos, e em 2006, a Unido
Europeia (UE) imp0s a proibicdo na utilizacdo destes compostos como
promotores de crescimento na alimentacdo e na agua de bebida dos animais
(EUROPEAN UNION, 2003). Com o mesmo proposito, em 2017 os Estados
Unidos através da FDA executaram uma manobra semelhante, porém, se
restringindo apenas a retirada dos antimicrobianos de importancia humana
(FDA, 2013). De forma mais recente, a China, desde 1° de julho de 2020
restringiu 0 uso desses compostos na alimentacdo animal, como medida de
erradicacao do uso dessas substancias (ZHANG et al., 2021).

Apesar dessa intensificacdo, racdes suplementadas com antibi6ticos
ainda podem ser adquiridas com facilidade e sem prescricdo medico-veterinaria
em alguns dos principais paises produtores de alimentos de origem animal no
mundo (GAMBOA-CRUZ et al., 2021). Como consequéncia, a pratica desse
comércio expdem as bactérias a doses nao letais de antibitticos, favorecendo a
selecdo de cepas patogénicas resistentes (BEN LAGHA et al., 2017). Todavia,
além de causar impactos econdmicos na producdo animal, elevam-se as
preocupacdes de saude publica, uma vez que, comprovou-se que 0 uso continuo
de antimicrobianos leva a formacdo de bactérias com alta resisténcia,
potencializando os niveis de dificuldade no tratamento de enfermidades em
seres humanos (MUAZ et al., 2018).

Com o objetivo de que esses acontecimentos ndo venham a ocorrer e
atendendo exigéncias de alguns mercados internacionais, o Brasil adequou-se
ao sistema e passou a restringir o uso de agentes antimicrobianos que

representam risco a saude publica (Tabela 1).
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Tabela 1 - Lista de substancias proibidas de acordo com a legislag&o vigente
em ambito nacional (BRASIL).

SUBSTANCIA LEGISLACAO
Organoclorados Portarias n° 329/1985 e 191/1986
Avoparcina Oficio Circular DFPA n° 47/1998

Arsenicais e antimoniais
Cloranfenicol nitrofuranos

Tireostaticos,
androgénicos, estrogénicos ou
gestagénicos, substancias 3-
agonistas

Olaquindox
Carbadox

Violeta de Genciana

Anfenicéis, tetraciclinas,
beta lactamicos
(benzilpenicilamicos e
cefalosporinas), quinolonas e
sulfonamidas sistémicas
Substancias naturais ou
artificiais, com atividade
anabolizante hormonal em
bovinos de abate
Espiramicina e
eritromicina
3-agonista em bovinos
Colistina (Como aditivo
melhorador de desempenho)
Tilosina, lincomicina e
tiamulina (Como aditivo
melhorador de desempenho)

Portaria n°® 31, de 29 janeiro de 2002
Instrucdo Normativa MAPA n° 09, de 27
de junho de 2003

Instrucdo Normativa MAPA n° 17, de 18
junho de 2004

Instrucdo Normativa SARC/MAPA n° 11,
de 24 novembro de 2004
Instrugdo Normativa SDA/MAPA n° 35,
de 14 novembro de 2005
Instrugdo Normativa n° 34, de 13 de
setembro de 2007

Instrugdo Normativa MAPA n° 26,
9/07/2009

Instrucdo Normativa MAPA n° 55, de 1
de dezembro de 2011

Instrugdo Normativa MAPA n° 14, de 17
de maio 2012
Ato n° 01 de 01 de novembro de 2012
Instrugdo Normativa MAPA n° 45, de 22
de novembro de 2016

Instrugdo Normativa SDA/MAPA n° 1, de
13 de janeiro de 2020

Fonte: Ministério da Agricultura Pecuaria e abastecimento (MAPA, 2022).

Os antibiéticos classificam-se como compostos naturais ou sintéticos,
capazes de inibir o crescimento ou causar a morte de bactérias. Sdo divididos
em dois grupos, os bactericidas, que fazem o controle das bactérias de forma
imediata e irreversivel, e os bacteriostaticos, que promovem a inibicdo do
crescimento microbiano pelo periodo em que a droga € ministrada (WALSH,
2003).
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Embora os efeitos de doses subterapéuticas de antibidticos na
composicdo e diversidade do microbioma intestinal das aves tenham sido
extensivamente estudados, ainda, relativamente ndo se tem uma previsdo
concreta do impacto que os niveis terapéuticos de antibidticos causam na
dindmica total do trato gastrointestinal dos animais (KAIRMI et al., 2022). Uma
vez gque, a conexao da composi¢cdo microbiana sofre alteracfes constantes ao
longo da vida da ave diante dos parametros de desempenho (DITTOE; OLSON;
RICKE, 2022).

Efeitos da melhoria do desempenho zootécnico decorrem da acao dessas
substancias no trato digestorio sobre a microbiota intestinal, causando
diminuicdo da competicdo por nutrientes e reducao da producdo de metabdlitos
que deprimem o crescimento dos animais (GONZALES; MELLO; CAFE, 2012).
Basicamente, essas moléculas antimicrobianas combinam-se com componentes
de membrana e/ou citoplasmaticos dos microrganismos, alterando suas funcdes
celulares, podendo levar a morte celular ou deplecdo do metabolismo
(NORDSTROM et al., 2018). De acordo com Ahiwe e colaboradores (AHIWE et
al., 2021) o modo de ac¢do dos antibidticos como promotores de crescimento,
bem como, o controle bacteriano e imunolégico ndo é claramente
compreendido. No entanto, partes importantes desses mecanismos sao

conhecidos (Tabela 2).

Tabela 2 — Mecanismo de acéo de alguns antibiéticos.

MODO DE ACAQ GRUPO DE ANTIBIOTICOS
Beta-lactina (penicilinas,
carbapenémicos, monobactamicos,
cefalosporinas), glicopeptideo, bacitracina.
Anfenicols, aminoglicosideos,
aminocicitols, macrolideos, tetraciclina,
lincosamidas.

Interferéncia na produgéo
da parede celular

Obstrucédo da producao de
proteinas

Interferéncia da atividade
da membrana da parede celular
Obstrucéo da producéo de

Polipeptideos

DNA/RNA Quinolonas
Inibicdo de processos Sulfonamida, sulfonas, nitroimidazois,
metabdlicos bacterianos nitrofuranos

Fonte: Ahiwe et al., 2021.
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Apesar das diversas restricoes, a utilizacdo de agentes antimicrobianos
como promotores de crescimento ainda ocorre.

Baseado nisso e devido ao movimento global de restricdo de uso como
promotores de crescimento, surgem alternativas que envolvem o uso de
prebidticos, probidticos, simbidticos, compostos fitogénicos e &cidos organicos
para atenuar os desafios sanitarios gerados nas atividades pecuarias (GADDE
et al., 2017).

2.1.1 Acidos organicos

Com a necessidade por produtos avicolas de alta qualidade, explorar
aditivos alimentares eficazes e naturais que possam estimular a capacidade
produtiva latente de aves de producédo, se faz necesséaria (WANG et al., 2019).
Uma alternativa que vem de encontro com essa demanda sdo os acidos
organicos (AO). Inicialmente, o uso desses compostos tinha por objetivo
controlar a deterioracdo de alimentos, originada através da proliferacao
desordenada de microrganismos que afetavam a qualidade seguido do valor
nutritivo desses substratos (PYNE et al., 2022). Porém, especialmente na ultima
década, esses compostos geraram grande interesse como melhoradores de
desempenho na area de nutricdo animal, devido aos efeitos positivos no controle
de patdgenos da microbiota intestinal e do sistema imunolégico dos animais
(PELUSIO et al., 2020).

Os &cidos organicos sdo componentes naturais de plantas e tecidos,
inclusive do trato gastrointestinal de aves, sendo produzidos a partir do
metabolismo de bactérias entéricas (WOLFENDEN et al., 2007). Esses
compostos contém caracteristicas acidas e apresentam na sua formac¢do uma
estrutura carboxilica (COOH), que pode ser ligada com distintos grupos quimicos
e a partir desse mecanismo, diversos acidos sao gerados e as suas
funcionalidades sdo multivariaveis (TALTAVULL et al., 2020).

Por serem divergentes e ndo possuirem o mesmo arranjo estrutural, a
eficiéncia dos acidos organicos no controle de patdogenos € dissemelhante
(SKRIVANOVA et al., 2011). Respostas obtidas a partir desses mecanismos
podem ser atribuidas a varios fatores, incluindo, o potencial de neutralizacdo do

crescimento de microorganismos nos orgaos digestivos e repiratérios, reducéo
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da capacidade tamponante das dietas e elevacdo da resposta imunolédgica das
aves (PARK et al., 2009). Nos dias de hoje, existem diversos acidos organicos
gue séo sintetizados por microrganismos, que sao divididos em acidos de cadeia

curta, média e longa (Figura 1).

Figura 1 — Representagéo dos acidos organicos de acordo com a cadeia

carbOnica.
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Fonte: Bangar et al., (2022). Adaptado por Roieski, (2022).

Acidos organicos geram suas a¢des em varios tipos de célula e apresentam
capacidade variavel de penetracdo na membrana plasmatica. No entanto, estes
promovem a dissociagdo da estrutura do &cido organico dentro do lumén celular,
onde inicia-se uma liberacao de ions H*, que reduzem o pH com o propésito de
criar um ambiente estressante para as bactérias, levando-as a uma disfuncao
metabdlica e consequente queda na atividade replicadora (HAQ et al., 2017).
Essa disfuncdo ocorre devido ao pH das bactérias ser neutro no interior do
citoplasma, e através disso, ocasiona-se uma desorganizacdo das proteinas



22

funcionais através do desequilibrio celular, onde grande parte dos protons é
exportada para o meio extracelular, fazendo com que a bactéria se torne fraca
devido ao alto gasto energético necessario para provocar esta acao (RICKE,
2003). Outra consequéncia da presenca do acido no interior da célula é o
aumento da pressdo osmotica celular, que desencadeia 0 mecanismo de
compensacao de carga elétrica, onde a forga ibnica celular eleva-se, provocando
um aumento nos niveis de sédio (Na+), potassio (K+) e glutamato, provocando
a elevacdo da pressdo mecanica sobre a parede do microrganismo até o
rompimento (MENTEN et al., 2014).

Basicamente a forca relativa dos acidos € determinada pela sua constante
de dissociacédo (pKa), que expressa a tendéncia de ionizacdo de um determinado
acido. Na forma protonada (ndo dissociada), acidos organicos podem penetrar
passivamente na célula microbiana, liberando prétons e anions, ocasionando
dessa forma a reducéo do pH intracelular, o que inibe a acdo de enzimas e leva
o microrganismo & morte (MENTEN et al., 2014). Acidos organicos com mais de
um pKaou misturas de A&cidos organicos com diferentes niveis de
pKa apresentam dissociacdo em diferentes fases de pH (Tabela 3) e através
disso, podem manter a acdo antimicrobiana em maior extensdo do trato
gastrointestinal (VIOLA; VIEIRA, 2007).

Tabela 3 — Lista de acidos organicos, conforme seu pKa de dissociacao.

ESTRUTURA QUiMICA NOME pKa
OFICIAL COMUM
CH3CO2H Etanoico Acético 04,75
CH3CH2CO2H Propanoico Propi6nico 04,87
CH3(CH2)2CO2H Butanoico Butirico 04,81
CH3(CH2)3CO2H Pentanoico Valérico 04,82
CH3(CH2)4CO2H Hexanoico Caproico 04,84
CH3(CH2)6CO2H Octanoico Caprilico 04,89
CH3(CH2)8CO2H Decanoico Caprico 04,84
CH3(CH2)10CO2H Dodecanoico Laurico 05,30

Fonte: Menten et al., (2014). Adaptado de Solomons e Fryhle (2002).

No meio intracelular, acidos de cadeia curta (C1 — C7), como o férmico,
acético, propidnico e o butirico levam ligeira vantagem em relacdo aos demais,

pois produzem uma quantidade de prétons menor por molécula ao se
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dissociarem, aumentando dessa forma a solubilidade em agua (MENTEN et al.,
2014).

O uso de acidos organicos na alimentacéo apresenta potencial de elevacéo
do desempenho e o crescimento de frangos de corte e proporciona maior
digestibilidade de nutrientes e melhor aproveitamento de energia (PALAMIDI;
MOUNTZOURIS, 2018). Em estudo elaborado por (SKRIVANOVA et al., 2007),
em meios cultivados por Escherichia coli, Salmonella spp. e Clostridium
perfringens, acidos de cadeia média (caprilico, caprico e laurico) tiveram niveis
de eficacia melhores quando comparados com os acidos citrico, succinico,
fumarico, malico e latico.

Contudo, conclui-se que, embora seja comprovado que os &acidos
organicos apresentem particularidades que auxiliam no melhor aproveitamento
das proteinas e colaborem para reducéo das propriedades bactérianas contra
microorganismos patogénicos, o uso desses aditivos ainda ndo esta
completamente validado (SEOK; HA, 2021). Variaveis em torno dos niveis de
suplementacao, bem como do arranjo nutricional, estado fisiol6gico e condi¢édo
sanitaria dos animais, sdo pontos a serem explorados para obten¢éo da precisao

imunomoduladora desses compostos (ELHASSAN et al., 2019).

2.1.2 Colibacilose

A colibacilose € uma doenca causada pela bactéria gram-negativa
Escherichia coli patogénica para aves (APEC) e atualmente caracteriza-se como
uma das enfermidades de maior prevaléncia na avicultura (WANG et al., 2019).
A alta incidéncia e consideraveis perdas econdmicas associadas a essa doenca
a tornam uma preocupacao sanitaria de importancia nacional e mundial (SONG
et al., 2020). Embora a Escherichia coli esteja presente na flora do trato
gastrointestinal normal de humanos e animais na forma comensal, presume-se
gue apenas as cepas com relativa especificidade sejam dotadas de fatores de
viruléncia causadoras de doencas (GIOVANARDI et al., 2013). Baseado nisso e
apesar da E.coli comensal ndo causar a colibacilose o monitoramento também
apresenta importancia na medicina veterinaria.

Diretrizes baseadas nas tendéncias de resisténcia antimicrobiana tanto

em E. coli comensal, quanto em E. coli patogénica aviaria (APEC) colaboram
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para o entendimento de isolados clinicos, pois a forma comensal é considerada
um bom indicador da pressdo seletiva exercida pelo uso de antimicrobianos
sobre as populacdes intestinais dessas bactérias em animais de producéo
(GAMBI et al., 2022). Apesar das variaveis comensais nao terem significado
clinico direto com disturbios e enfermidades causadoras de danos a saude
animal, sdo consideradas como uma fonte potencial de genes de resisténcia para
bactérias patogénicas (HESP et al., 2022).

Na industria avicola, os antibidticos sédo os meios mais comuns utilizados
para prevenir e tratar infeccdes decorrentes de APEC’s (SALIU; VAHJEN;
ZENTEK, 2017). Até o momento, a colibacilose tem sido uma das principais
causas de perdas econdmicas na avicultura mundial, e apesar disso, ndo existe
nenhum método completamente eficaz para o seu controle (SMIALEK;
KOWALCZYK; KONCICKI, 2020).

Outro fator responsavel pelo aumento da gravidade do sistema é a
ocorréncia de resisténcia bacteriana aos antibioticos disponiveis no mercado
veterinario. Determinadas CEPAS desses patdgenos sdo caracterizadas como
multiresistentes, as quais, inibem as acdes dos farmacos de forma gradual,
potencializando a recepcao de genes com maior resistencia aos antibiéticos para
outras bactérias, dificultando desse modo, o tratamento desses agentes nos
animais e no homem (NHUNG; CHANSIRIPORNCHAI; CARRIQUE-MAS, 2017).

Dentre os mecanismos de acéo, E. coli caracteriza-se como uma bactéria
oportunista, ou seja, faz com que aves infectadas com cepas patogénicas
apresentem baixo desempenho zootécnico devido ao comprometimento da
saude intestinal, desencadeando quadros de diarreia sanguinolenta, anemia,
lesbes associadas a aerosaculite, peri-hepatite, pericardite, dentre outras
doencas (GLOMBOWSKY et al., 2020). Essas condi¢cdes patolégicas séo
responsaveis por gerar problemas sanitarios em toda a cadeia avicola, podendo
causar ainda, mortalidade em alto nivel dos plantéis, condenacfes nos
abatedouros, embargos nas exportacbes, e ainda, elevacdo dos custos na
producdo oriundos de gastos com tratamento dos animais (MARCHESI et al.,
2022).

Baseado nisso, intervencdes dietéticas sdo utilizadas como ferramentas

para o controle desses patdgenos, que tém por objetivo atuar na alteracdo da
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composi¢cdo da microbiota intestinal e no desenvolvimento de cepas de E.
coli patogénica para aves (OLNOOD et al., 2015). Ao fazer isso, a proporcéo de
bactérias no trato gastrintestinal é alterada e melhorias no sistema ocorrem (LEE
et al., 2021). Porém, apesar de existirem comprovacfes validadas sobre as
distintas formas de controle dessa enfermidade, a profilaxia destaca-se como
sendo a melhor alternativa para evitar a entrada desses patdégenos nas granjas,
uma vez que procedimentos basicos de biosseguridade sdo adotados, as
chances de contaminagéo sao reduzidas e o tratamento com aditivos de forma

terapéutica ndo se faz necessério.

2.1.3 Prebiobticos

Prebidticos sdo denominados como “substratos utilizados seletivamente
por microrganismos que conferem beneficio a saude do hospedeiro”, e quando
administrados por via oral sdo referidos especificamente como prebiéticos
dietéticos (BINDELS et al., 2015 ). Resumidamente, os prebidticos sdo um grupo
de acucares (polissacarideos), resistentes a digestdo no estdbmago e intestinos
de animais ndo ruminantes, cuja funcdo consiste na utilizacdo de bactérias
intestinais que realizam a conversédo desses carboidratos indigeriveis em energia
(DANKOWIAKOWSKA et al., 2019).

Atualmente, o uso de prebidticos apresenta alto interesse nas atividades
pecuarias, devido as suas particularidades de uso, pois, a partir da utilizacao
dessa classe de alimentos funcionais, melhorias nos indices produtivos das
atividades ocorrem. Com o aumento da pressdo para estinguir o uso de
antibioticos na producao avicola, o uso desses aditivos torna-se indispensavel
(NOOREH et al., 2021). Os prebiéticos comumente utilizados sdo 0os manano-
oligossacarideos (MOS), que sdo derivados da parede celular externa de
leveduras (AL-KHALAIFA et al., 2019). Outros grupos comumente utilizados séo
os frutooligossacarideos (FOS) e os galacto oligossacarideos (GOS), por
possuirem caracteristicas consistentes de um prebiético. Através do processo
de fermentac&o do substrato prebiético, originam-se os acidos graxos de cadeia
curta (AGCC), que apresentam efeitos benéficos para a melhoria da saude do

trato TGI, e por sua vez, a melhoria da saude do hospedeiro. Além disso, a
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presenca de AGCC serve como barreira para o estabelecimento de patdégenos
de origem alimentar no trato gastrintestinal (DITTOE; OLSON; RICKE, 2022).

Em pesquisa elaborada por Wen et al. (2021), descobriu-se que MOS,
FOS e GOS possuem diferentes graus de proliferacdo, auto agregacao e adesao
na formacdo de Lactobacillus. Ou seja, apesar de apresentar um mesmo
propésito, as funcionalidades desses compostos sao variaveis, possuindo desde
recursos para manutencdo dos microrganismos entéricos do hospedeiro, até
mecanismos de prevencao de doencas em ponto de estabelecimento e potencial
de recuperacédo de infeccdes ja existentes (BILAL et al., 2021). Esses aditivos
possuem ainda, a capacidade de aumentar os niveis de bactérias promotoras da
saude intestinal, além de auxiliarem o processo de fermentacdo e tolerarem
ambientes adversos, como o baixo oxigénio, pH e temperatura (REHMAN et al.,
2020).

No momento em que o prebiodtico chega ao intestino, especificamente no
colon, inicia-se o processo de fermentacdo seletiva. Essa fermentacédo resulta
na agao e crescimento de dois tipos de bactéria laticas de interesse zootécnico,
as bactérias do genéro Bifidobacterium e os Lactobacillus (AL-KHALAIFA et al.,
2019). Com a presenca desse substrato, a microbiota intestinal desempenha um
papel importante relacionada a manutencéo da funcionalidade do trato digestivo,
pois através desse mecanismo Varios processos fisiol6gicos ocorrem, incluindo
o desenvolvimento das funcdes intestinais, bem como, a sintese de
micronutrientes seguido do aumento da eficiéncia do sistema imunolégico dos
animais (KRIDTAYOPAS et al., 2019).

Atualmente, pesquisas relacionadas ao uso de prébioticos apresentaram
resultados promissores no controle de patégenos como Escherichia coli e a
Salmonella spp., permitindo, estimular o adequado desenvolvimento dos
sistemas funcionais dos animais (REHMAN et al., 2020). A partir dessa definicéo,
pode-se deduzir que os aditivos prebidticos podem contribuir para um trato
intestinal mais saudavel e resultar em efeitos com caracteristicas benéficas no
desempenho das aves (AHIWE et al., 2021).
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2.1.4 Probibticos

Os probidticos sao classificados como microrganismos vivos, que quando
administrados em quantidades ideais, possibilitam uma série de beneficios ao
hospedeiro (FAO/WHO, 2002). Conferem aumento na imunidade, na saude e no
crescimento em todas as idades e classes de aves (ALAGAWANY et al., 2016).
Além disso, geram um equilibrio saudavel das bactérias do trato gastrintestinal,
0 que eleva a resposta imunolégica e previne o desenvolvimento de
enfermidades (SOOMRO et al., 2019). Atualmente, os probidticos séao
considerados como aditivos “verdes” para alimentagcdo animal e promissores
substitutos de farmacos ao tratamento de doencas de interesse zootécnico
(KASSEM et al., 2021).

Esses compostos apresentam como principal objetivo modificar a flora
intestinal e assim, beneficiar o processo de digestdo, através da adequacao do
pH e da maior atividade enzimatica do trato gastrointestinal (SOOMRO et al.,
2019). Os probidticos a base de Bacillus promovem a efetividade da saude
intestinal, pois reduzem os sinais de doencas entéricas atraves de Vvarios
mecanismos de atuacdo distintos, como exclusdo competitiva, producao de
peptideos antimicrobianos, modificacées na microflora intestinal e estimulacao
do sistema imunologico (GRANT; GAY; LILLEHOJ, 2018).

Dentre 0s indmeros produtos disponiveis comercialmente, as
quantidades, bem como o0 conjunto de espécies probidticas utilizadas, sao
variaveis, no entanto, o objetivo do uso é o mesmo. Algumas das espécies mais
utiizadas sdo o0s Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus plantarum,
Streptococcus thermophils, Bifidobacterim bifidum, Aspergillus oryzae, dentre
outros (KHAKSEFIDI; RAHIMI, 2005). O mecanismo de acdo destes compostos
consiste em propriedades enzimaticas que estabilizam a microflora intestinal e
reduzem o numero de metabdlitos toxicos, dessa forma, o estresse intestinal
diminui, gerando uma organizacdo no recrutamento das células do sistema
imunologico, promovendo a eubiose intestinal (LIU et al., 2014).

Através destes beneficios, tanto de forma geral, quanto de forma
especifica, os probidticos possibilitam um bom funcionamento das bactérias no

trato gastrintestinal. Baseado nisso, a industria ttm aumentado a demanda por
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estas substancias, devido a sua funcionalidade e por seu uso ser aprovado sem

restricdo e ser validado por diversos paises (GADDE et al., 2017).
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3 ARTIGO 1: PREBIOTICOS, PROBIOTICOS, ACIDOS ORGANICOS E
SUAS COMBINACOES SOBRE O DESEMPENHO DE FRANGOS DE CORTE
DESAFIADOS POR ESCHERICHIA COLI PATOGENICA PARA AVES

Os resultados desta dissertacdo sdo apresentados na forma de artigo a
ser submetido com as secdes de acordo com as orientacbes da Revista

Brasileira de Ciéncia Avicola.

3.1 INTRODUCAO

Diversos séo os fatores que fazem com que a avicultura Brasileira seja
destacada mundialmente. Sem duavidas, a adequacao de fatores relacionados a
nutricdo, sanidade e bem-estar dos animais, colaboraram para o aumento do
potencial produtivo e a expanséao de novos mercados no exterior (OLADOKUN;
ADEWOLE, 2020). Embora a implementacdo dessas praticas apresente uma
adequada relacdo de custo-beneficio para o controle de enfermidades, os
antimicrobianos ainda sao considerados ferramenta para o0 controle de
patdgenos nos plantéis avicolas (ROBERTSON, 2020).

Além da finalidade terapéutica, o uso dessas substancias esté relacionado
com medidas de profilaxia do lote, cujo propdésito é atenuar o desenvolvimento
de enfermidades bacterianas (FASINA et al., 2016). Escherichia coli para aves
(APEC) sao responsaveis por guedas produtivas na avicultura. Além disso,
existem preocupacdes inerentes a medicina humana ja que cepas de APEC
carreiam genes de resisténcia a antimicrobianos, reduzindo a eficiéncia de
farmacos comercialmente disponiveis (THOMRONGSUWANNAKIJ et al., 2022).

Um caminho promissor para o aprimoramento do crescimento e da saude
das aves sao os aditivos alimentares probiéticos e prebidticos. Os probiéticos,
mais comumente referidos na producdo animal como microbianos de
alimentagdo direta, caracterizam-se como culturas bacterianas vivas que
seinstalam no intestino do animal e, idealmente, promovem beneficios
(Summers; Turner; Tillman, 2022). Em contrapartida, quando utilizados, os
prebioticos sdo componentes da racdo nao digeriveis pelo hospedeiro e séo
especificamente selecionados para promover o0 crescimento das bactérias
benéficas do TGI (JOHNSON et al., 2019).
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Outra possibilidade de substitutos na é&rea dos melhoradores de
desempenho, sdo os acidos organico, que apresentam potencial de reducéo do
crescimento de microorganismos no trato digestorio e respiratério, reducdo da
capacidade tamponante das dietas e elevagdo da resposta imunoldgica das aves
(PARK et al., 2009). De maneira geral, 0 uso desses compostos apresenta acao
antimicrobiana, que por consequéncia, promove a reducdo da acdo e o
desenvolvimento de agentes nocivos, permitindo melhores condicbes no
aproveitamento das caracteristicas alimentares, na modulagdo do sistema
imunolégico e na anatomia e fisiologia do trato gastrintestinal dos animais
(SHARMA et al., 2018).

Baseado nisso e diante de um cenario de producdo animal que apresenta
constante desenvolvimento, o presente estudo teve como objetivo avaliar o uso
de produtos comerciais compostos por prebioticos, probidticos e &cidos
organicos como aditivos alimentares e seus efeitos sobre as variaveis de
desempenho e microbiologicas de frangos de corte desafiados por Escherichia

coli patogénica para aves (APEC).

3.2 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Estadual de Santa Catarina, sob o protocolo de N°9212210721.

3.2.1 Ensaio piloto

O teste foi executado no aviario experimental para frangos de corte da
Fazenda Experimental da Universidade Estadual de Santa Catarina, localizada
no municipio de Guatambu, SC, Brasil. Foram utilizados trés boxes de 2m2, com
bebedouros tipo nipple e comedouros tubulares com fornecimento de racao e
agua ad libitum. Foram alojados 15 frangos de corte, machos, da linhagem
comercial Cobb. Aos 14 dias de idade, os animais foram desafiados com 1mL de
APEC por gavagem. Os tratamentos foram: grupo 1. Controle negativo: Animais
sem desafio, Grupo 2: desafiado com 1,24 x 10’UFC/mL, Grupo 3: Aves
desafidas com 1,19 x 10° UFC/mL. As cepas foram obtidas a partir do isolamento
de campo, provenientes do Laboratério de Medicina Aviaria, da Universidade
Estadual de Londrina (UEL).
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Foram avaliadas as varidveis ganho de peso (GP), converséo alimentar
(CA), consumo de racao (CR) e viabilidade (%) aos 14, 35 e 42 dias e, com base
nos resultados encontrados, definiu-se como cepa de maior impacto nas
variaveis definidas a UFC de 1 x 107 sendo essa a escolhida para utilizacédo do
teste real. As aves ndo apresentaram mortalidade, porém, tiveram ganho de
peso 8% inferior as aves do grupo nao desafiado aos 42 dias de idade. As aves
desafiadas com 1 X 10° também tiveram queda no ganho de peso, entretanto,

menos significativa.

3.2.2 Preparo do indéculo para o experimento

As amostras de APEC - LMA/UEL-046 foram incubadas em caldo BHI (Brain
Heart Infusion) a 37°C de 18-24 horas. Posteriormente, uma aliquota foi retirada
para a determinagcdo de UFC/mL do in6culo por diluigdo em série e
plagueamento em agar Mc Conkey.

3.2.3 Desafio

As aves foram desafiadas via gavagem aos 14 dias de idade com 1 mL
de in6culo de APEC 1,24 x 107 UFC/mL.

3.2.4 Produtos utilizados

Para realizacdo deste experimento foram utilizados dois produtos
comerciais distintos e um antimicrobiano. O primeiro caracteriza-se como um
probiético composto por onze cepas definidas de bactérias que objetiva
estabelecer uma microbiota protetora no trato gastrointestinal das aves, sendo
esses: Trés cepas de Lactobacillus bulgaricus (10 g), duas cepas de
Lactobacillus casei (10 g), duas cepas de Lactobacillus cellobiosus (10 g), trés
cepas de Lactobacillus fermentum (10 g) e uma cepa de Lactobacillus helveticus
(10 g). O fornecimento ocorreu conforme as especificagbes do fabricante,
(60g/10.000 aves) fornecidos trés vezes no ciclo de producgéo, com 1, 10 e 28
dias de vida, via agua de bebida.

O segundo produto utilizado trata-se de um prebidtico, composto por
mananoligossacarideos e beta glucanos oriundos de parede de levedura e

acidos organicos (25,00 g), formiato de aménio (10,30 g), acido formico (05,15
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g), propionato de amdnio (03,43 g) e &cido acético (00,86 g). Adicionado na
proporcao de 1kg/ton de racdo, durante todo periodo experimental.

Por ultimo o antibiético a base de enramicina (8%) foi fornecido aos
animais via racao (10 mg enramicina/kg de ragao) durante os 42 dias de

avaliacéo.

3.2.5 Animais, instala¢gfes e alimentacao

O estudo foi realizado no aviario experimental para frangos de corte da
Fazenda Experimental da Universidade Estadual de Santa Catarina, localizada
no municipio de Guatambu, SC, Brasil. Um total de 480 pintainhos machos de
um dia de vida de uma linhagem comercial foram distribuidos em um
delineamento inteiramente casualizado com 6 tratamentos e 5 repeticbes com
16 aves cada. O alojamento foi em um galpao de pressdo negativa, em boxes
de 2,0 m2, com racdo e agua fornecidas ad libitum via comedouros tubulares e
bebedouros do tipo nipple, respectivamente. O programa de luz utilizado foi
baseado nas orientacdes do manual da linhagem.

Os tratamentos foram divididos da seguinte forma: (T1) Controle positivo
(CP) - racéo basal + inoculacao; (T2) Controle negativo (CN) - racdo basal sem
aditivo e sem inoculacéo; (T3) Tratamento com antibiético (ATB - Enramicina
dose) — aves inoculadas + racdo basal com promotor de crescimento; (T4)
Tratamento com probiético (PRO) - aves inoculadas + racao basal com produto
probiético; (T5) Tratamento com prebidtico e acidos organicos (PRE+AQ) - aves
inoculadas + racdo basal com produto composto por probidtico e acidos
organicos; (T6) Tratamento com probioticos, prebidticos e acidos organicos
(PRO+PRE+AO) - aves inoculadas + racdo basal com produtos compostos por
probiéticos, prebidticos e acidos organicos.

As racdes basais (Tabela 4) foram formuladas conforme exigéncias para
frangos de corte de alto desempenho conforme composicdo e exigéncias
nutricionais estabelecidas pelas Tabelas Brasileiras para Aves e Suinos
(ROSTAGNO et al., 2011). O procedimento de mistura dos ingredientes foi
realizado nas dependéncias do setor de avicultura da UDESC - OESTE, campus
de Chapeco — Santa Catarina, em um misturador horizontal com capacidade de
150 kg.
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Tabela 4 — Composicéo percentual e nutricional das dietas utilizadas nas
diferentes fases de criacao.

Ingredientes (mg/kg) Idade (dias)

1-21 22 -35 36 -42
Milho7,88% CP 587.87 616.44 657.11
Farelo de soja 46% CP 344.33 309.93 272.79
Oleo de soja 29.03 38.42 38.02
Fosfato bicalcico 16.15 13.93 11.75
Calcario calcitico 08.64 07.91 07.09
Sal iodado 04.82 04.57 04.44
DL-Metionina — 99% 03.25 03.04 02.81
L-lisina — 78% 02.94 02.89 03.10
L-treonina — 99% 00.97 00.86 00.88
Mistura béasica de vitaminas e minerais! 02.00 02.00 02.00
Composicao quimica calculada 100 100 100
Energia (kcal/kg) 3050 3150 3200
Proteina bruta (%) 21.20 19.80 18.40
Célcio (%) 0.84 0.76 0.66
Fosforo (%) 0.40 0.35 0.31
Lisina digestivel (%) 1.22 1.13 1.06
Metionina digestivel (%) 0.47 0.45 0.42
Metionina + cistina digestivel (%) 0.88 0.83 0.77
Treonina digestivel (%) 0.79 0.73 0.69
Triptofano digestivel (%) 0.21 0.20 0.19
Sédio (%) 0.21 0.20 0.19

1 Niveis minimos de vitaminas e minerais por kg de produto: vitamina A (5.000.000 Ul); vitamina
D3 (1.000.000 Ul); vitamina E (15.000 Ul); vitamina K3 (1,500 mg); vitamina B1 (1,500 mg);
vitamina B2 (3.000 mg); vitamina B6 (2.000 mg); vitamina B12 (7.000 mcg); &cido félico (500 mg);
&cido nicotinico (15 g); acido pantoténico (7000 mcg); colina (80 g); biotina (100 mg); Cobre (10
g); ferro (50 g); iodo (1.000 mg); manganés (80 g); selénio (300 mg); zinco (70 g); umidade
minima (20 g); matéria mineral maxima (980 g). Promotor de crescimento (Enramicina, 10 mg/kg
de racdo); agente coccidiostatico (salinomicina, 64 mg/kg de ragdo).

3.2.6 Variaveis de desempenho

O ganho de peso dos frangos, consumo de ragéo, conversao alimentar e

viabilidade do lote foram avaliados nos periodos de 1 a 21,1 a 35¢e 1 a 42 dias
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de producdo. Os animais e as sobras de racao foram pesados no final de cada
periodo, para posteriores calculos do consumo de racéo (CR, kg), ganho de peso
(GP, kg), ganho de peso médio diario (g/ave/dia) e conversdo alimentar (CA),
que foi obtida pela divisédo entre o CR e GP no periodo. A viabilidade (VIAB, %)
foi determinada através da proporcao do namero final e inicial de aves em cada
periodo.

Também foi calculado o indice de eficiéncia produtiva (IEP), segundo a
férmula IEP= ((GPD x Viabilidade)/CA) x 100, onde: GPD=Ganho de peso médio
diario (g) e CA=conversao alimentar.

3.2.7 Quantificacdo de Enterobactereacea nas excretas e avaliacdo de

translocacao bacteriana para o figado

Aos 42 dias de idade realizou-se a coleta de fezes e amostras de figado
para a andlise de quantificacdo de E. coli nas amostras de fezes e
presenca/auséncia nos figados, com base em uma ave por boxe. As coletas de
excretas foram feitas apos a verificacdo da excrecdo em papel pardo e coleta em
sacos plasticos estéreis.

No laboratério realizou-se inicialmente a diluigdo (1:10) em PBS
(phosphate-buffered saline - pH 7,2) e posterior diluicdo seriada e plaqueamento
em agar McConkey com incubacéo a 37°C de 18-24h para a determinacdo de
UFC/g. J& as amostras de figado foram incubadas em caldo (BHI) a 37°C por
18-24 horas. Posteriormente, os indculos foram plagqueados em Agar
MacConkey e incubados a 37°C por 18-24h. As colbnias suspeitas de E.coli
foram submetidas aos testes bioquimicos (TSI, Citrato, ureia, Sim, Sorbitol) para

a devida identificacao.

3.2.8 Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de normalidade de distribuicdo os
dados e em seguida e suas variaveis passaram pelo teste Andalise de Variancia
(ANOVA). Em casos de diferencas significativas, as médias foram comparadas

pelo teste de Tukey (5%).
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3.3 RESULTADOS

Houve efeito (P<0,05) dos tratamentos sobre o desempenho das aves em
todas as fases de criacdo avaliadas (Tabela 5). No periodo de 01-21 dias, o
consumo de ragao (CR) foi menor (P<0,012) para o grupo CP em comparacao
aos tratamentos ATB, PRO e PRE + AO. No entanto, CP n&o se diferiu
significativamente de CN e PRO + PRE + AO. Para a variavel de ganho de peso
(GP) os maiores e melhores resultados (P< 0,001) foram dos grupos CN, ATB e
PRE + AO, nao diferindo de CP e PRO, diferindo-se apenas do tratamento PRO
+ PRE + AO, respectivamente. Para a variavel de conversao alimentar (CA) o
tratamento CP apresentou menores resultados em relacéo (P<0,007) aos grupos
PRO e PRO + PRE + AO. Entretanto, quando comparado com CN, ATB e PRE
+ AO, essa diferenca nao foi identificada.

Para o periodo de 01-35 dias, as aves do grupo CP consumiram menos
racao (P<0,001) quando comparadas com os tratamentos ATB, PRO, e PRE +
AO. Porém, ndo houve diferenca estatistica com os grupos CN e PRO + PRE +
AO. Na avaliacdo de GP os tratamentos ATB e PRO apresentaram ganhos
superiores (P<0,001) que CP, CN e PRO + PRE + AO.

Porém, ambos apresentaram resultado igual ao grupo composto por PRE
+ AO. Ainda, durante o0 mesmo periodo avaliado, a CA do grupo contendo
probiético (PRO) se sobressaiu (P<0,046) em relacdo as aves que receberam a
suplementacdo de PRO + PRE + AO. Todavia, PRO néo foi diferente de CP, CN,
ATB e PRE + AO.

Na fase final de avaliacdo (01-42 dias) os tratamentos ndo apresentaram
diferenca significativa para as variaveis de CR e CA. Porém, houve diferenca no
GP dos animais, onde os tratamentos ATB e PRO foram superiores em relacao
ao CN e a combinacdo de PRO + PRE + AO. Tratamentos CP e PRE + AO néo
foram diferentes de ATB e PRO. A viabilidade do lote nédo foi influenciada pelos

tratamentos em nenhuma das fases avaliadas (P>0,05).

Tabela 5 - Médias obtidas para consumo de racao (CR, kg), ganho de peso
(GP, kg), converséao alimentar (CA) e viabilidade (VIAB, %) das aves
submetidas aos diferentes tratamentos nos periodos de 01 a21,01a35e01a
42 dias de vida.

CR GP CA VIAB
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Variaveis 01-21 dias
CP 1,351 B 0,958 AB 1,420 B 100,00
CN 1,434 AB 0,993 A 1,440 AB 98,75
ATB 1,523 A 1,004 A 1,510 AB 100,00
PRO 1,485 A 0,961 AB 1,540 A 98,43
PRE+AO 1,501 A 1,000 A 1,490 AB 97,50
PRO+PRE+AO 1,439 AB 0,928 B 1,550 A 97,50
P 0,012 <0,001 0,007 0,483
CV (%) 4,54 2,57 3,92 2,64
01-35 dias
CP 3,573D 1,817BC 1,970 AB 100,00
CN 3,630CD 1,818BC 2,000 AB 98,75
ATB 3,960 A 2,072 A 1,910 AB 100,00
PRO 3,915 AB 2,060 A 1,900 B 98,43
PRE+AO 3,879 ABC 1,969AB 1,970 AB 96,25
PRO+PRE+AO 3,670BCD 1,765C 2,080 A 97,50
P <0,001 <0,001 0,046 0,408
CV (%) 3,63 4,98 3,43 3,09
01- 42 dias
CP 5,264 2,917 AB 1,80 98,75
CN 5,279 2,880 B 1,83 98,75
ATB 5,366 3,088 A 1,74 98,43
PRO 5,533 3,073 A 1,80 98,43
PRE+AO 5,370 2,963 AB 1,81 97,50
PRO+PRE+AO 5,149 2,838 B 1,81 97,50
P 0,143 <0,001 0,282 0,961
CV (%) 4,25 2,94 3,65 3,09

A,B — Presenca de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste
de Tukey (5%). CV = Coeficiente de variagdo. CP = Controle positivo; CN = Controle negativo;
ATB=antibitético; PRO=probiético; PRE+AO=prebidtico + acidos organicos; PRO+PRE+AO=
probiéticos + prebibticos + acidos organicos.

Os dados componentes da avaliacdo do indice de eficiéncia produtiva
(IEP) apontaram efeito significativo (P<0,05) entre os tratamentos analisados
(Figura 2) onde as aves alimentadas com dietas com ATB apresentaram
resultado superior quando comparadas com aquelas que receberam
suplementacdo de PRO + PRE + AO. Apesar disso, ATB nao se diferiu de CP,
CN, PRO e PRE + AO.

Figura 2 - indice de eficiéncia produtiva das aves submetidas aos diferentes
tratamentos.
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Tratamentos

A,B — Presenca de letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (5%).
CVv=7,07%; P=0,0027.

O ganho de peso médio diario foi maior (P=0,0077) nas aves dos grupos
que receberam racdes com antibiético e probidtico quando comparadas com as

dos grupos controle negativo e PRO+PRE+AQO conforme exposto na (Figura 3).

Figura 3 — Ganho de peso médio diario das aves submetidas aos diferentes
tratamentos.

74 73,52A 73,16 A

73
72
71 70,55 AB
70 69,47 AB
69 68,58 B
68 67,56 B
67
66
65
64
CN ATB PRO

Ccp PRE+AO PRO+PRE+AO

g/ave/dia

Tratamentos

A,B — Presenca de letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (5%).
CV=2,94%; P=0,0077.

No que tange a quantificacdo de Enterobacteriacea nas fezes néo
apresentaram diferencas significativas (P=0,275) entre os tratamentos avaliados
(Figura 4).
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Figura 4 - Médias obtidas através da contagem de unidade formadora de
colénia (UFC) de Enterobactereacea total nas fezes dos animais no periodo de
42 dias de vida.

6
5
4
3
2
1
0
CcP CN ATB PRO

PRE+AO PRO+PRE+AO

UFC/ML

Tratamentos
CVv=13,13%; P=0,275.

Das amostras avaliadas no teste de translocacao bacteriana, que objetiva
identificar a presenca ou auséncia de microrganismos no figado, um Unico
resultado do tratamento contendo prebiédtico e acidos organicos (PRE + AO) foi

negativo. Enquanto todas as demais amostras foram positivas (Tabela 6).

Tabela 6 - Presenca ou auséncia de Escherichia coli no figado.

REPETICOES

TRATAMENTOS 21 25 R3 ~a
CN + + + +

CP + + + +

ATB + + + +

PRO + + + +

PRE + AO + + - +
PRO + PRE + AO + + + +

(+) = Resultado positivo; (-) = Resultado negativo.

3.4 DISCUSSAO

No cenario de producdo atual, os alimentos de origem animal séo
dependentes de diversos mecanismos que compdem o sistema na busca por

melhorias nas caracteristicas produtivas. Dentre esses, a seguranca alimentar
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destaca-se, baseado na demanda pela erradicagéo do uso de antimicrobianos e
consequentemente no uso de produtos alternativos, que ganham campo e
espaco para atuagdo no segmento.

O CR das aves do grupo CP foi menor que as que receberam antibiotico
e os tratamentos PRO e PRE + AO até os 21 dias. Essa redugdo de consumo
pode estar associada com o impacto gerado apos o estabelecimento de APEC
no TGIl. De acordo com Mellata (2013) apés a colonizacdo da bactéria no
organismo do hospedeiro, disfungbes metabdlicas sdo geradas, implicando na
diminuicdo do CR e consequente reducdo no desempenho de crescimento dos
animais. Um fator que explica um dos resultados encontrados se origina a partir
do fornecimento de probidticos. O uso desses agentes promove o equilibrio da
microbiota do TGl em situacdes desfavoraveis, o que leva a um maior consumo
de racéo de frangos de corte, especialmente nas fases iniciais (HAMASALIM,
2016). No entanto, no periodo de 1 a 42 dias ndo se verificou diferencas no
consumo de racgao (P>0,05).

Na avaliacdo de GP, as aves que receberam o ATB, PRO e PRE + AO
apresentaram a maior aliquota durante os trés periodos avaliados (01-21; 01-35;
01-42). O uso individual ou associado de prebibticos e probi6ticos promove
aumento no GP dos animais controlando o crescimento e desenvolvimento de
patégenos entéricos (ABD EL-GHANY et al., 2022). A melhora no ganho de peso
pode estar associada a capacidade que os probiéticos tem de estimular a acdo
de enzimas como amilase, protease e lipase, que promovem aumento da taxa
de digestdo dos nutrientes da racao, auxiliando na digestibilidade do amido,
gordura e proteina (REHMAN et al., 2020; ABD EL-HACK et al., 2020). Em
contrapartida, os MOS tem como mecanismo de base, um ligante de alta
afinidade para bactérias e fornecem um sitio de ligagdo competitivo. Assim, 0s
patdgenos se ligam ao MOS em vez da parede intestinal, executando seu
transito sem serem colonizados (BENITES et al., 2008). Promovendo dessa
forma, a melhor absorcéo de nutrientes e consequentemente, o GP dos animais.

A CA nos periodos de 1 a 21 e 1 a 35 foi pior nas aves do grupo que
recebeu a combinacdo PRO + PRE + AO quando comparadas as do grupo CP
(1 a 21 dias) e as do grupo PRO (1 a 35 dias), além de ser numericamente

superior as CA dos demais grupos em ambos os periodos. Em controvérsia e
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conforme as expectativas baseadas no desempenho individual desses
compostos, esperava-se que melhores resultados para CA fossem
desencadeados a partir da combinacdo de PRO + PRE + AO. Como descrito por
alguns pesquisadores, a unido desses agentes € considerada uma estratégia
nutricional que potencializa a produtividade animal em situagdes adversas,
especialmente em dietas livres de antimicrobianos quimicos (FORNAZIER et al.,
2019). Min et al. (2016) avaliaram um simbidtico contendo Bacillus
spp. e Oligossacarideos e constataram aumento da CA quando comparado com
0 grupo controle (sem aditivo) durante todos os periodos avaliados (01-21; 01-
35; 01-42).

Em contrapartida, em pesquisa elaborada por Fornazier et al., (2019) o
uso de um simbibdtico com base em Bacillus subtilis, Enterococcus faecium
e Saccharomyces cerevisiae nao apresentou diferenca significativa para a CA
de frangos de corte durante os periodos de 01-21 e 01-42 dias. VariacGes da
microbiota intestinal seguida da alta carga viral com condi¢cbes ambientais
desfavoraveis, sdo alguns exemplos de fatores que inibem a agéo sinérgica dos
compostos, como Vvisto no estudo anterior e no presente trabalho.

Um ponto que cabe discusséo € o fato das aves do grupo CN (que néo
foram desafiadas aos 14 dias) ndo terem apresentado desempenho diferente
das que receberam o antibiotico no periodo de 1 a 21 dias. Entretanto, no periodo
de 1 a 35 dias o desempenho desses animais (CN) foi inferior, 0 que mostra que
houve contaminacdo desses animais pela E. coli presente no ambiente, que
ocorreu provavelmente pela cama. Ja no periodo de 1 a 42 dias, diferente dos
periodos anteriores, a Unica variavel de desempenho que sofreu efeito dos
tratamentos foi o ganho de peso (GP), o que sugere gue 0s animais se
adaptaram ao desafio causada pelo E. coli apés os 35 dias de vida.

Sobre os resultados do IEP, as aves que receberam ATB se sobressairam
em relacdo ao grupo PRO + PRE + AO. Pressupfem-se que as diferencas no
desempenho dos animais ocorreram devido ao mecanismo de agdo do conjunto
de prebidticos, probiodticos e acidos organicos utilizados. De acordo com o
arranjo probiotico e dos demais componentes do blend, subespécies ou cepas
distintas sao capazes de produzir diferentes classes de enzimas e peptideos

antimicrobianos em quantidades variaveis, e a partir disso, a atividade do
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simbi6tico com a digesta e a microbiota intestinal sofre alteracdo, modificando o
processo sinérgico e consequentemente a acdo diante da combinacdo desses
agentes (GRANT; GAY; LILLEHOJ, 2018).

Para avaliacdo da contagem de UFC de Enterobactereacea nas fezes e
na analise de translocacdo bacteriana, constatou-se diante dos resultados que
ndo houve acdo bactericida dos compostos avaliados. Diante desse cenario,
uma hipotese que fortalece essa suposicdo pode ser explicada a partir do
mecanismo de exclusdo competitiva (EC) da bactéria através do conjunto de
produtos utilizados. Substancias com caracteristicas de EC podem ser
originadas a partir de um ou mais organismos, que apresentam por objetivo a
limitacdo da acdo e o desenvolvimento de patégenos através da competicdo com
agentes infecciosos por nutrientes e sitios de ligacdo, producdo de AGCC
inibitérios, alteracdbes do pH intestinal e a producdo de substancias
antimicrobianas, como as bacteriocinas (HOFACRE et al., 2019).

Desse modo, presume-se que a partir das analises realizadas, que apesar
dos compostos oferecerem um ambiente menos favoravel para o
desenvolvimento das bactérias patogénicas, as mesmas ndo foram eliminadas.

Porém, ndo dispuseram de sua plena atuacéo patogénica responsavel por
causar diferencas dos parametros de producdo em todas as fases durante o

periodo avaliado.

3.5 CONCLUSAO

O impacto gerado pela contaminacdo das aves com a APEC foi mais
significativo até os 35 dias de idade nos parametros produtivos, sem influenciar
a viabilidade do lote.

O uso do antibidtico e dos produtos compostos por probidticos e
prebidticos + &cidos organicos proporcionou maior ganho de peso das aves nos
periodos avaliados, entretanto, ndo afetou a contagem e a presenca de E. coli
no figado e Enterobactereacea no intestino, respectivamente.

A combinacgéo dos produtos a base de probioticos, prebioticos e acidos

organicos reduziu a converséao alimentar e o ganho de peso das aves.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo dos produtos alternativos compostos por probibticos e
prebioticos associados a acidos organicos se mostrou uma boa alternativa para
substituir os antibiéticos como melhorador de desempenho na producéo de aves.
O uso desses produtos proporcionou resultados satisfatérios em relacdo ao
desempenho das aves desafiadas, porém, a combinacdo dos trés ndo gerou
resultados interessantes.

A pesquisa ndo mostrou resultados que permitam concluir que existe acéo
bactericida dos produtos testados, dentre as hipGteses para tal explicacéo,
supde-se que a composicao dos produtos avaliados possibilitou a formacao de
mecanismos de exclusdo competitiva, que podem ter influenciado positivamente

na absor¢cao de nutrientes.
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