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RESUMO

SILVA, Gabriela Viana. Controle de Campylobacter sp.em Frangos de Corte pelo
Uso de Probidticos e Simbidticos como Alternativa aos Antibioticos. 2017. 67p.
Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Ciéncia de Alimentos).
Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

Bactérias do género Campylobacter sdo reconhecidas como causa comum de
gastroenterite em humanos em todo o mundo, ultrapassando a salmonelose. Os produtos
de origem animal, especialmente os avicolas, sdo considerados o principal veiculo de
campylobacteriose em humanos. Com a proibicdo do uso de antibioticos como
melhoradores de crescimento na alimentacdo animal em diversos paises devido a
possivel inducdo de resisténcia bacteriana, e a pressdo dos consumidores por produtos
de qualidade tem-se buscado alternativas para sua substituicdo. Como alternativa ao uso
de antibioticos a utilizagdo de probioticos, prebioticos e simbidticos tem sido bastante
enfatizada na alimentagdo animal. Esta pesquisa objetivou avaliar o efeito dos
probidticos, simbioticos e antibidticos no controle da colonizacdo de Campylobacter
spp. e nos indices de desempenho (ganho de peso, conversdo alimentar e consumo de
racao, além do rendimento de carcaca e de cortes) em frangos de corte. Foram utilizados
720 pintos fémeas de um dia de idade da linhagem Cobb, criados numa densidade
populacional de 10 aves/m? por 42 dias de idade, em um delineamento inteiramente
casualizado, composto por 4 tratamentos: controle (sem aditivos), antibiotico,
probidtico e simbidtico e 6 repeticbes. Ao final dos 42 dias de vida foram coletados
swabs cloacais para deteccao e identificacdo de Campylobacter spp. utilizando métodos
convencionais de cultivo e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). N&o houve
influéncia significativa dos tratamentos para nenhum dos parametros avaliados aos 7
dias de idade das aves. Aos 21 dias de idade o consumo de ragéo foi significativamente
menor no grupo controle. Aos 42 dias houve diferenca estatistica nos parametros peso
corporal e ganho de peso, tendo os grupos tratados com simbidtico e probidtico os
menores valores respectivamente. O rendimento da carcaca, dos cortes e das visceras
ndo foi afetado pelos tratamentos. A colonizagdo por Campylobacter spp. ndo foi
afetada por nenhum dos tratamentos. Foram identificadas apenas duas espécies, com
predominancia de C. coli (60%) contra 40% de C. jejuni. Houve correlacdo de 100%
entre as espécies identificadas pela metodologia convencional de cultivo e pela analise
direta no PCR. Nas condi¢fes do experimento a utilizacdo de probidticos e simbidticos
resultou no controle da colonizacdo de Campylobacter spp. comparaveis aos
antibidticos. Adicionalmente o desempenho zootécnico também ndo foi prejudicado
pela utilizacao dos aditivos.

Palavras-chave: aditivos; avicultura; desempenho.



ABSTRACT

SILVA, Gabriela Viana. Control of Campylobacter sp. in Broiler by the use of
Probiotics and Symbiotics as an Alternative to Antibiotics. 2017. 67p. Tese
(Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Ciéncia de Alimentos). Instituto de
Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

Bacteria of the genus Campylobacter are recognized as common cause of gastroenteritis
in humans around the world, surpassing salmonellosis. Products of animal origin,
especially poultry, are considered the main vehicle of campylobacteriosis in humans.
With the ban on the use of antibiotics as growth promoters in animal feed in several
countries due to possible induction of bacterial resistance, and consumer pressure for
quality products, alternatives have been sought for its replacement. As an alternative to
the use of antibiotics the use of probiotics, prebiotics and symbiotics has been strongly
emphasized in animal feed. This study aimed to evaluate the effect of probiotics,
symbiotics and antibiotics on the control of Campylobacter spp. colonization and on
growth performance (body weight gain, feed conversion ratio, feed intake and carcass
yield and cuts) in broilers. A total of 720 day-old female Cobb broilers, reared at a
population density of 10 birds / m2 for 42 days of age, were used in a completely
randomized design consisting of 4 treatments: control (without additives), antibiotic,
probiotic and symbiotic, and 6 replicates. . At the end of the 42 days of life cloacal
swabs were collected to detect and identify Campylobacter spp. using conventional
culture methods and Polymerase Chain Reaction (PCR). There was no significant
influence of treatments for any of the parameters evaluated at 7 days of age. At 21 days
of age the feed intake was significantly lower in the control group. At 42 days there was
a statistical difference in body weight and weight gain, and the groups treated with
symbiotic and probiotic had the lowest values, respectively. Carcass yield, cuts and
viscera were not affected by treatments. The colonization of Campylobacter spp. was
not affected by any treatment. Only two species were identified, with predominance of
C. coli (60%) versus 40% of C. jejuni. There was a 100% correlation between the
species identified by the conventional culture methodology and the direct PCR analysis.
The use of probiotics and symbiotics resulted in the zootechnical performance and
control of the colonization of Campylobacter spp. comparable to antibiotics. Under the
conditions of the experiment, no significant effects of any of the performance enhancers
tested were observed.

Key-words: additives; poultry; performance.
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1 INTRODUCAO

Bactérias do género Campylobacter sdo reconhecidas por causarem
gastroenterite em humanos em todo o mundo, e os produtos de origem animal
especialmente os avicolas, sdo considerados o principal veiculo de infec¢bes em
humanos por Campylobacter.

O trato intestinal das aves domésticas € um reservatorio de Campylobacter spp. e
as carcagas e visceras comestiveis podem se contaminar durante o abate e nos processos
de escalda, depena, e evisceracao.

Estudos de caso indicam que a manipulacdo ou o consumo de carne de aves €
uma importante fonte de campilobacteriose, representando cerca de 20 a 40% dos casos
em paises onde existem dados disponiveis. No Brasil ndo dispomos de dados exatos
sobre a campilobacteriose, existindo subnotificacdo da doenca.

Campylobacter spp. sdo onipresentes na maioria dos ambientes, e a transmisséo
horizontal é considerada a principal via para a colonizacdo de frangos de corte. A
reducdo da prevaléncia de Campylobacter spp. em frangos de corte é considerado chave
para o controle de contaminacdo ao longo de toda a cadeia de producao de alimentos,
incluindo o ambiente de fazenda, e, posteriormente, o controle da campilobacteriose em
humanos.

O controle da contaminacédo bacteriana é realizado com o uso de antibi6ticos que
sdo utilizados como melhoradores de desempenho em frangos. No entanto, existe uma
preocupacao crescente de que o uso de doses sub-clinicas de antibiéticos na alimentacédo
animal atue como fator de risco a saide humana, devido a presenca de residuos em
produtos animais para 0 consumo humano, que podem produzir reacdes alérgicas,
toxicidade ou inducdo de surgimento de resisténcia bacteriana. Com base nesse
pressuposto, a Unido Europeia, vetou o uso de antibidticos como melhoradores de
desempenho na alimentacdo dos animais de producdo no ano de 2006 e essa proibicdo
fez com que muitos paises, incluindo o Brasil, se adaptassem a nova legislacdo para
continuar exportando para esse bloco econdmico. Com isso a utilizacdo de probidticos,
prebiodticos e simboticos tem ganhado espaco cada ano que passa com o intuito de
melhorar o ganho de peso, a conversao alimentar e melhorar a integridade da parede do
trato gastrintestinal que é vital ao sistema de defesa do animal contra uma série de
microrganismos patogénicos.

Considerando a dindmica da avicultura e a necessidade de desenvolvimento de
alternativas aos antimicrobianos melhoradores de desempenho para atender novos
nichos de mercado e a importancia que o Campylobacter spp. assume como causador de
doencas de origem alimentar torna-se de grande relevancia avaliar os efeitos da
utilizacdo de probidticos, simbidticos e antibidticos incorporados a racdo na reducdo da
colonizacao de Campylobacter spp. em aves de corte.



2 JUSTIFICATIVA

Campylobacter spp. é a causa mais comum de doenca diarreica bacteriana
veiculada por aves de corte em todo o mundo. Por serem o0s produtos avicolas uma
importante fonte de infec¢cdes por Campylobacter spp., € 0s graves problemas de saude
publica que gera a campilobacteriose em humanos, esforcos devem ser feitos para
desenvolver medidas estratégicas para diminuir a colonizagdo de aves por essa bactéria
durante a produgdo primaria.

Exigéncias quanto a retirada de determinados aditivos melhoradores de
crescimento da racdo das aves implicam na necessidade de pesquisas em busca de novos
produtos e de resultados promissores que possam substituir os antibidticos. O controle
da contaminacgéo necessita ser feito com produtos que ndo prejudiquem o animal e que
sejam seguros para consumo humano. Portanto, varias abordagens foram conduzidas
para reduzir o numero de Campylobacter em aves de corte nos altimos anos. Por
exemplo, vacinagdo, ou imunizagdo passiva de galinhas, bacteriocinas, acidos organicos
ou seus derivados. No entanto, até a data, ndo existe uma medida de intervencao efetiva,
confidvel e préatica disponivel para reduzir a colonizagdo do intestino de frango pelo
Campylobacter. Uma possivel maneira segura de reduzir Campylobacter seria a
utilizacdo de probidticos e simbioticos e pesquisas realizadas, como a descrita por
Mohan (2015), apontam estes como uma boa op¢éo para substituicdo dos antibidticos.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito dos antibioticos, probidticos e simbidticos no controle da
colonizagdo de Campylobacter spp. e no desempenho zootécnico de frangos de corte.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a eficiéncia da utilizacdo de antibioticos, probioticos e simbidticos como
melhoradores de desempenho e equilibradores da flora de frangos de corte no
controle de Campylobacter spp. em frangos de corte.

e Avaliar o efeito dos antibidticos, probidticos e simbidticos nos parametros de
desempenho zootécnicos: ganho de peso, consumo de ragdo, conversdo
alimentar e rendimento de carcaca de frangos de corte;

e lsolar e identificar por métodos fenotipicos e genotipicos isolados de
Campylobacter spp. de swabs de cloaca de frangos de corte aos 42 dias de idade;

e Comparar os resultados obtidos para deteccdo de Campylobacter spp. pelos
métodos fenotipicos e genotipicos.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Campylobacter spp
4.1.1 Historico

O primeiro registro de uma possivel infeccdo por Campylobacter ocorreu na
Alemanha, em 1886 descrito pelo pesquisador Theodor Escherich quando observou
organismos semelhantes a Campylobacter sp. Em sua pesquisa foram usadas amostras
provenientes de colon de criancas que apresentaram diarreia e morreram devido a
enfermidade e também de gatos com diarreia. Com auxilio apenas de microscopio
foram encontradas nestas amostras, bactérias de forma espiralada a principio
denominadas de Vibrio felinus (FERNADEZ & FARACE, 2003; BUTZLER, 2004).
Em 1913, McFaydean e Stockman identificaram espécies microaerofilas semelhantes
morfologicamente as espécies do género Vibrio em tecidos fetais de ovelhas e vacas que
haviam abortado, sendo confirmado através de testes realizados em 1918 quando Smith
isolou microrganismos bastante similares em fetos de bovinos e denominaram de Vibrio
fetus (FERNADEZ & FARACE, 2003; MOORE, 2005). Jones et al. (1931)
identificaram um vibrido microaerdfilo, como o agente causal da disenteria invernal do
bovino e o denominaram de Vibrio jejuni. Em 1944 Doyley descreveu um
microrganismo isolado do intestino de suinos com diarreia e o denominou de Vibrio coli
(FERNADEZ & FARACE, 2003).

Em humanos a infecgéo foi reconhecida somente em 1947, quando Vibrio fetus
foi isolado do sangue de mulheres gravidas que apresentaram febre e abortos
(BUTZLER, 2004; VINZENT et al., 1947). As pesquisas continuaram e em 1957,
Elizabeth King reconheceu e descreveu importantes diferencas bioquimicas e
antigénicas de um grupo de microrganismos curvos, moveis e microaerofilos que a
autora denominou “relacionados a vibrides” em amostras de sangue de criangas com
diarreia aguda (MOORE, 2005). Finalmente no ano de 1963 o género Campylobacter,
que significa bactéria encurvada, foi proposto por Sebald e Véron. Estes pesquisadores
englobaram nesse género as bactérias antes denominadas de Vibrio fetus, Vibrio jejuni e
Vibrio coli, isto porgque os pesquisadores avaliaram que este microrganismo apresentava
caracteristicas muito diferentes do Vibrio spp., tanto no metabolismo quanto na
composicdo dos pares de bases do material genético (MOORE, 2005).

Entretanto, os avangos necessarios para que a infeccdo viesse a ser reconhecida
como uma doenga de importancia médica em humanos, ocorreram a partir da década de
70, com o desenvolvimento de técnicas que permitiram o isolamento de Campylobacter.
A bactéria Campylobacter spp. foi isolada pela primeira vez, em 1972 pelos
microbiologistas Dekeyser e Butzler (1972) que conseguiram isolar Campylobacter a
partir de fezes de pacientes com enterite aguda atraves de um método de filtracdo com
posterior inoculagdo em meios de cultura. Em 1977, Skirrow confirmou os achados dos
microbiologistas belgas descrevendo um meio de cultura seletivo com trés
antimicrobianos (vancomicina, trimetoprim e polimixina) e incubando as amostras em
microaerofilia, que favoreceu o crescimento de Campylobacter. Em pouco tempo
Campylobacter spp. foi estabelecido como um patégeno humano (ALTEKRUSE, et
al.,1999), principalmente pela capacidade de produzir diarreia no homem
(FERNANDEZ, 1992). Nos anos 1980 houve uma exploséo de informagdes sobre esta
bactéria. Na edicdo de 1984 do Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 0 género
Campylobacter era composto de apenas oito espécies e subespécies. A partir de entdo,



os estudos de taxonomia e da importancia clinica desse grupo tém aumentado o nimero
de espécies associadas (NACHAMKIN, 2001).

4.1.2 Caracterizacéo do género Campylobacter

A familia Campylobacteraceae € composta por 3 géneros, Campylobacter,
Arcobacter e Sulfurospirillum, sendo os dois primeiros comensais de humanos e
animais domésticos. A estrutura taxondmica do género Campylobacter ja sofreu
algumas alteracOes. Previamente, eram classificadas como pertencentes ao género
Vibrio, sendo reorganizadas apds indmeras pesquisas que empregaram técnicas
moleculares para identificacdo das espécies (WINN & KONEMAN, 2008). As espécies
de Campylobacter foram incluidas no atual género em 1963 (ADAM & MOSS, 1997).

A gquantidade de espécies que o compde ainda gera controvérsias. Segundo
Debruyne et al. (2008), existem 14 espécies e segundo Fernandez et al. (2008) existem
20 especies e subespécies dentro do género. Atualmente, 24 espécies compdem o género
Campylobacter (ON, 2013). As espécies que ja foram isoladas de humanos séo: C.coli,
C. concisus, C. curvus, C. fetus, C. hominis, C. hyointestinalis, C. jejuni, C. lanienae, C.
lari, C. mucosalis, C. rectus, C. showae, C. sputorum e C. upsaliensis (DEBRUYNE et
al., 2008). C. jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis representam o grupo de bactérias
denominadas termofilicas, ou seja, com capacidade de crescimento ideal a 42-43°C
(ON, 2013; SILVA et al., 2011), enquanto a morte celular ocorre entre 56 e 57°C
(NGUYEN et al., 2006). Apesar de sua natureza termofilica, a temperatura do corpo
humano parece ser a ideal para o crescimento e quimiotaxia, constituindo-se nos
patdgenos mais frequentemente isolados de enterites animais e humanas (FOSTER et
al., 2004; KHANNA et al., 2006).

O género Campylobacter € composto por pequenos bacilos gram-negativos
(0,2-0,8um X 0,5-5um) curvos e finos, dispostos em espiral, ndo formadores de
esporos, microaerofilos, ndo hemoliticos e com coldnias frequentemente nao
pigmentadas. A maioria das espécies possui motilidade, gracas a um flagelo Unico preso
a uma das extremidades da bactéria. Os flagelos podem medir até trés vezes o
comprimento da célula e sdo responsaveis pelo movimento caracteristico em “saca-
rolhas” ou “vaivém”, que pode ser observado em microscopio de campo escuro
(BUTZLER, 2004; DEBRUYNE et al., 2008; HOLT et al., 1994; SILVA et al., 2011).

Sdo organismos quimiorganotroficos e apresentam metabolismo respiratério
microaerdfilo. Nado fermentam ou oxidam acuUcares, obtendo energia através de
aminoéacidos e produtos intermediarios do Ciclo de Krebs (MOURA, 2010; SILVA et
al., 2011; VANDAMME, 2000).

Ao contrario de outros microrganismos transmitidos por alimentos, como
Salmonella e Shigella, possuem um crescimento fastidioso e requerem um ambiente de
microaerofilia para se multiplicarem, tendo seu crescimento inibido em concentragoes
de oxigénio menor que 3% e maior que 15%. S&o capnofilicas, ou seja, ndo crescem na
auséncia de dioxido de carbono e requerem cerca de 10% de CO, para multiplicarem-se
(BUTZLER, 2004; KETLEY, 1997). Obtendo crescimento maximo em atmosfera
contendo aproximadamente 5% de O,, 10% de CO, e 85% de N, (SILVA et al., 2011).

Sdo facilmente inativadas quando expostas ao ar atmosférico, ressecamento, pH
abaixo de 4,9 e acima de 9,0, a presenca de NaCl, sendo essa sensibilidade variavel em
funcdo da temperatura e armazenamento prolongado (BOUFLEUR, 2009; DOYLE &
ROMAN, 1982; MOURA, 2010; SILVA et al., 2011). Além disso, ndo sobrevivem bem
em exposicdo aos raios ultravioletas (OBIRI-DANSO et al., 2001) e a pressdo
hidrostatica (SOLOMON e HOOVER, 2004).



As colbnias de Campylobacter spp. nos diversos meios de cultura séo
semelhantes. Usualmente sdo planas, podendo apresentar-se lisas, convexas e brilhantes,
com bordas perfeitas, ou planas; translucidas e lustrosas, com bordas irregulares e
espalhadas (GODOI et al., 2010). Possuem tanto aspecto de secas como de Umidas.
Geralmente séo incolores, levemente creme ou acinzentadas e podem apresentar brilho
d’agua ao refletir a luz ambiental. Existe uma tendéncia das colonias apresentarem
crescimento confluente ao longo da linha de semeadura nos meios sélidos e reagdes
hemoliticas ndo sdo observadas em agar sangue (QUINN el al., 2005).

Em culturas jovens quando uma ou mais celulas se agrupam formam uma
estrutura caracteristica do género, em formato de “S” ou “V”, também chamado de asa
de gaivota. Possuem a caracteristica de mudar seu formato espiral e assumir formas
esféricas ou cocoides em situacdes desfavoraveis ao seu crescimento ou em culturas
velhas, com mais de 48 horas (DEBRUYNE et al., 2008; HOLT et al., 1994; PARK et
al., 2002; SILVA et al., 2011). Essa forma corresponde a forma vidvel mas néo
cultivavel (HAZELEGER et al., 1994), ocorrendo a captacdo de amino&cidos e
manutencdo de uma membrana externa intacta, porém 0s microrganismos sao incapazes
de crescer em meios de cultura seletivos (ALTEKRUSE et al., 1999). J& outros autores
acreditam que essa é uma forma degenerativa da bactéria, que contém baixos niveis de
acidos nucleicos e peptideos, o que leva a uma alteracdo na integridade da membrana
celular (PARK et al., 2002). Reezal et al. (1998) ressaltaram a dificuldade da
recuperacdo dessas células cocéides, mesmo viaveis, quando sdo utilizadas técnicas de
cultura convencionais.

Com relagdo as provas bioguimicas Debruyne et al. (2008) afirmam que esta
bactéria ndo fermenta ou oxida os carboidratos, ndo produz as enzimas lipase e
lecetinase, ha auséncia de formacdo de produtos finais acidos ou neutros, ndo produz
indol e acetoina ou qualquer tipo de pigmento. A maioria das espécies reduz nitratos.
Campylobacter spp. ndo hidrolisam gelatina, caseina, tirosina e hipurato, sendo este
Gltimo somente hidrolisada pela C. jejuni. O teste é negativo para vermelho de metila ou
0 teste de Voges-Proskauer. A oxidase é positiva para praticamente todas as cepas, com
excecdo do C. gracilis. O teste da urease também é negativo para a maioria das espécies
de Campylobacter com excecéo de algumas cepas de C. lari.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tem sido bastante utilizada como
prova complementar ou alternativa as aos metodos fenotipicos tradicionais utilizados
para a identificacdo e diferenciacdo de espécies de Campylobacter spp., sendo um
método preciso e de simples execuc¢do, diminuindo o tempo de diagndstico e
aumentando a sensibilidade, pela deteccdo de sequéncias especificas de DNA (&cido
desoxirribonucleico). Essa técnica pode ser utilizada para a confirmacdo em nivel
molecular, podendo ser empregada para a identificagcdo de género, bem como para
diferenciacéo entre espécies (DENIS et al., 1999; KORCZAK et al., 2006; MOORE et
al., 2005).

Estudos envolvendo Campylobacter, em sua maioria, a técnica do PCR é
utilizada para a confirmacdo de espécie sendo o DNA extraido a partir de colonias
isoladas. Contudo Campylobacter possui um crescimento fastidioso in vitro e pode
facilmente perder a capacidade de ser cultivado devido a exposicdo a condigBes
desfavoraveis (PARK, 2002). Métodos convencionais para a deteccdo de
Campylobacter com base na cultura sdo demorados e laboriosos. Quando as amostras
sdo cultivadas em placas de agar seletivo, o crescimento do Campylobacter é favorecido
seletivamente. No entanto, o sucesso deste passo de crescimento depende unicamente da
viabilidade do Campylobacter na amostra. Acredita-se que esses microrganismos tenha
baixa taxa de sobrevivéncia se exposto a temperatura ambiente e ao ar atmosférico



(WANG et al., 2013). Isso, em combinacdo com um longo tempo de transporte
potencial, desde a coleta de amostras até a analise de amostras, pode reduzir a
viabilidade de amostras de diagndstico de rotina. Tendo isso em vista a deteccdo do
Campylobacter através de metodologias da biologia molecular se torna uma grande
ferramenta visto que ndo ha necessidade de cultivo prévio.

4.1.3 Campylobacter jejuni e Campylobacter coli

Entre as espécies de Campylobacter que causam gastroenterites em humanos, as
mais importantes associadas a doencas transmitidas por alimentos € C. jejuni, seguida
de C. coli (CDC, 2005; ZILBAUER et al., 2007). Segundo Maziero & Oliveira (2010)
C. jejuni e C. coli sdo responsaveis por 95% dos casos de campilobacteriose em
humanos.

As espécies C. jejuni e C. coli sdo estreitamente correlatas, sendo seus
mecanismos de patogenicidade muito semelhantes. Existem duas subespécies de C.
jejuni reconhecidas, C. jejuni subs. jejuni e C. jejuni subs. doylei. C. jejuni subs. doylei
se caracteriza bioguimicamente pela auséncia da reducdo de nitrato, resisténcia a
cefalotina e fraca reacdo da enzima catalase, ao contrario das cepas de C. jejuni subs.
jejuni. O papel patogénico de C. jejuni subs. doylei é desconhecido. Quando isolado,
apesar de infrequente, é obtido de amostras clinicas de humanos, frequentemente
associado a bacteremia em criancas (DEBRUYNE et al., 2008).

Campylobacter coli e Campylobacter jejuni subs. jejuni podem ser
diferenciados bioquimicamente pela sua habilidade de hidrolisar o hipurato, a qual C.
coli é negativo, assim como todas as outras espécies do género Campylobacter, que ndo
possuem o gene da hipuricase (hip), ndo s@o capazes de hidrolisar 0 mesmo substrato
(LINTON et al., 1997). No entanto, cepas de Campylobacter jejuni subs. jejuni que néo
hidrolisam hipurato sdo comuns.

4.2 Ocorréncia de Campylobacter spp. em Aves

Os plantéis de frangos no Brasil sdo na grande maioria de criacdes livres das
principais doencas avicolas. No entanto, bactérias como Campylobacter ndo sdo
detectadas como problema para avicultura no campo, sendo consideradas comensais no
intestino das aves, uma vez que ndo causam grandes prejuizos aos padrbes zootécnicos
dos animais (BACK, 2010). Devido o frango infectado por Campylobacter spp. néo
apresentar sintomas clinicos de doenca, representa um problema higiénico-sanitario
importante na linha de producdo (PARK, 2002).

A contaminacdo ambiental é apontada como a rota mais comum de transmissao
de Campylobacter spp. para as aves (MEAD, 2004). A colonizagéo das aves ocorre por
vérias fontes, como &gua, racdo, lotes de aves com idade avancada, contato com outras
espécies de animais e fezes de outras aves ou animais presentes no galpéo, funcionarios,
equipamentos e veiculos (OLIVEIRA et al., 2008; PATTISON, 2001.)

Campylobacter spp. geralmente coloniza o trato gastrointestinal de aves sem
causar alteracGes patologicas. Segundo Oliveira (2008) a presenca do patdgeno é restrita
a mucosa intestinal, que é um local que favorece o crescimento do microrganismo. Mas
Lee et al. (2006) reportou que nas aves, o Campylobacter pode ser isolado do baco,
figado e sangue. Carvalho et al. (1997) pesquisaram C. jejuni no figado, baco e bile de
aves com diarreia em fazendas da regido de Ribeirdo Preto —SP e isolou C. jejuni em
duas (6,89%) amostras de bile, em 12 (35,29%) amostras de baco e em 40 (54,79%)
amostras de figado.



A infeccdo por Campylobacter em frangos conduz a um alto nivel de
colonizacdo do trato intestinal podendo excretar 10* a 10° células por grama de fezes
(MAZIERO & OLIVEIRA, 2010), em uma associacdo aparentemente comensal, com
pouca ou nenhuma patologia (SMITH et al., 2008). Surtos de hepatite aviaria ja foram
relatados, porém o papel patogénico de Campylobacter spp. ndo é claro. Uma possivel
excecdo foi a morte de avestruzes associada ao Campylobacter e enterite em aves
jovens (OIE, 2008).

O comensalismo da bactéria em frangos € discutido em virtude da elicitacdo de
alguma resposta imune e capacidade de invadir e persistir em 6rgdos internos da ave.
Foi estimado que as doses minimas de Campylobacter para colonizacdo em frangos de
corte estdo aproximadamente entre 35 UFC e 10° UFC (LINE et al., 2008) e mesmo
para um alto nivel de colonizag&o, 10° UFC por exemplo, é possivel um pequeno nivel
de invasdo das células do trato intestinal sem ocorréncia de problemas pela resposta
inflamatdria. E provavel que se a bactéria ndo invadir em nimero suficiente para causar
inflamacdo severa, poderd causar inflamagdo local, a qual pode ser suficiente para
controlar o Campylobacter e direcionar uma resposta imune adaptativa, sendo que tal
resposta pode ser auto-limitante e ndo permitir a ocorréncia de uma patologia severa.
Neste contexto, o aparecimento de C. jejuni em 6rgdos, durante infeccdo em aves
demonstra ndo ser somente uma infeccao superficial como parece ser o caso de outras
bactérias comensais e sua colonizacdo ndo é unicamente baseada em replicacéo rapida e
eficiente no muco intestinal (Van DEUN et al., 2008).

No que diz respeito a Campylobacter em ovos, estes parecem ndo ser
significantes como fontes de transmisséo, sendo a transmissao vertical considerada rara
ou inexistente por alguns pesquisadores. Por isso, até 0 momento, entende-se que é de
baixa importancia epidemiologica (FONSECA, 2006; SAHIM, et al., 2003), contudo as
poedeiras comerciais podem albergar Campylobacter nos foliculos ovarianos, bago e
cecos (COX, et al., 2009). Neste sentido, é possivel encontrar lotes de frangos negativos
originados de matrizes positivas e, através de estudos de caracterizacdo molecular, ja
foram identificadas diferencas entre linhagens de Campylobacter isoladas de
reprodutoras e de sua progénie (van de GIESSEN, et al., 1998; BULL, et al. 2006).

A viabilidade de Campylobacter em ovos comerciais foi verificada por Paula et
al. (2009) através da inoculacdo “in 0v0” ou submersdo destes em agua peptonada com
10° UFC/mL de C. jejuni, e armazenados por 24h a temperatura de 25°C. Em nenhuma
das amostras analisadas foi observado o crescimento de C. jejuni, demonstrando que nas
condi¢Oes experimentais utilizadas, a bactéria ndo foi capaz de sobreviver e multiplicar
no interior de ovos comerciais. Para analisar a possibilidade de transmissé@o vertical,
Fonseca et al. (2006) realizou estudo em swabs cloacais de ovos de matrizes, sendo o
resultado 100% negativo para todas as amostras coletadas (140 amostras). Com isso,
sugere-se que a capacidade de Campylobacter spp. de alcancar o interior e/ou
sobreviver dentro do ovo é bastante limitada. Embora seja controversa e alvo de
discussdes, para Cox et al. (2012) a possibilidade de transmissdo vertical ndo pode ser
excluida.

E provavel que a transmissdo vertical seja um evento incomum em aves
reprodutoras e que ha outras rotas de infecgdo para estes animais, pois Campylobacter
podem ser encontradas em embrides em desenvolvimento, penugem e swabs colhidos
em incubatdrios e pintos recém-eclodidos. Ainda, foi recuperada de 6rgdos linféides de
pintos de um dia inoculados, deste modo levantando o questionamento a ser respondido:
"quando, como e se" Campylobacter se estabelece naturalmente nestes tecidos, sendo
que um melhor entendimento da imunologia das aves e dos mecanismos de



sobrevivéncia que Campylobacter utiliza para movimentar em todo o corpo das aves é
essencial para a compreensdo de sua ecologia dentro destes hospedeiros.

Em lotes de frango de corte, bactérias do género Campylobacter usualmente
aparecem na segunda ou terceira semana de vida dos mesmos. A principal caracteristica
da infecgdo € ser eficaz na transmissdo horizontal. As aves podem ser colonizadas por
uma baixa concentracdo de Campylobacter e, uma vez que passam a excreta-lo, a
disseminacdo é muito répida, atingindo quase a totalidade do lote no periodo que
antecede o abate. Ja foi demonstrado que ap6s uma semana da primeira deteccdo da
bactéria num lote de frangos de corte ja é possivel detectar altos niveis nas fezes, como
6,1 logio (BULL et al., 2006).

Quanto a colonizagdo por diferentes cepas de C. jejuni em frangos algumas
consideracdes foram publicadas por Konkel et al.(2007), os quais citam que na
colonizacdo por C. jejuni algumas cepas sdo habeis em competir e inibir uma segunda
cepa no estabelecimento da colonizagdo, porém a concomitancia de varias cepas em um
mesmo frango é possivel. Shibiny-El et al. (2007) citam que a ideia corrente dos fatores
que permitem uma espécie ou cepa se tornar dominante no intestino de frangos parece
mais complicado do que o simples fato de ser a primeira cepa que se estabelecer a cepa
dominante na colonizagdo. Também citam ndo ser comum o isolamento de mais de uma
espécie ou subtipo a partir da mesma ave. Na conclusao de seus estudos com C. jejuni e
C. coli em frangos de corte, as duas espécies competem igualmente e colonizam as aves
até os 35 dias de idade, independentemente da ordem ou do dia de inoculagdo. A partir
dos 35 dias de idade dos frangos a espécie C. jejuni declinou e a C. coli tornou-se
dominante nos isolados. Se ndo houver competicdo C. jejuni ndo declina em frangos
com esta idade, o que leva a sugerir que o declinio observado foi devido em parte pela
competicdo com C. coli, mas também provavelmente influenciado pelas mudancas no
desenvolvimento dos frangos (imunidade e flora intestinal) a partir desta idade
(BORSOI, 2011).

Um estudo conduzido na Dinamarca apontou que os frigorificos que
apresentaram 0s menores indices de contaminacdo por Campylobacter foram os
mesmos que controlaram a contaminagédo por Salmonella, relacionando a ocorréncia de
contaminacgéo no frigorifico aos procedimentos adotados durante o abate e também nas
granjas fornecedoras (WEDDERKOPP et al., 2000). Portanto, o controle do
Campylobacter envolve intervencdes ndo sé na industria, mas também no campo, onde
se busca reduzir o nivel da bactéria no contetdo intestinal das aves. De modo geral, as
medidas para combater a transmissao horizontal do Campylobacter podem ser efetivas
no controle da bactéria e na reducgdo do risco de infeccdo das aves, mas ndo impedem
seu reaparecimento em ciclos de producéo subsequentes (van de GIESSEN et al., 1998).
Na prética, é dificil ou quase invidvel a producdo de lotes de frango de corte livres de
Campylobacter, bem como a manutencdo dessa condicdo. Entre os fatores de risco para
maior contaminacdo estdo: os meses de verdo, as criagdes tipo free-range, ou seja,
mantida ao ar livre na maior parte do tempo e organica, lotes com mais de 15.000 aves,
presenga de outros animais nas propriedades, bandeja de bebedouro tipo nipple e as
caixas de carregamento para o abate e o0 abate propriamente dito (BORSOI, 2011).

O controle de Campylobacter na cadeia alimentar, especialmente na producao de
frangos, tornou-se um dos principais alvos de esfor¢os na prevencao e controle, mas no
Brasil, apesar de ser o maior exportador mundial de carne de frango, séo limitadas as
informacdes sobre esta bactéria na cadeia de producdo de aves. A Legislacdo Brasileira
em vigor ndo estabelece padrdes microbiolégicos para Campylobacter em alimentos
(BRASIL, 2001). Existe apenas uma mencdo a este microrganismo como patdgeno na
legislacdo numero 451 de 19 de setembro de 1997 da Agéncia Nacional de Vigilancia



Sanitéria. Os casos de campilobacteriose sdo subdiagnosticados e subnotificados e nao
ha facil acesso a dados epidemioldgicos.

Estudos na Europa tém demonstrado uma prevaléncia media de 71% nos lotes de
frango, podendo chegar, no caso de Espanha aos 88%. Com isso foi aprovado o projeto
CAMPYBRO "Controle de infec¢do por Campylobacter em frangos de corte por meio
de estratégia em duas etapas: nutri¢cdo e vacinacao”, financiado pelo sétimo Programa
Marco da Unido Europeia. O objetivo deste projeto é o desenvolvimento de estratégias
em duas etapas, a fim de reduzir os niveis de contaminacdo por Campylobacter na
producdo de aves: i) as intervencdes dietéticas nutricionais (aditivos alimentares), ii) o
potencial de desenvolvimento de um vacina por vacina reversa (FERREIRA, 2014).

Os poucos dados a acerca da contaminacgdo de produtos avicolas deve-se ao fato
que a presenca de Campylobacter ¢ monitorada apenas em paises desenvolvidos e
naqueles em que houve grandes surtos de campilobacteriose em humanos. Nesses paises
ja foram impostas leis e restricdes. No Brasil ainda ndo ha um acompanhamento regular
deste patdgeno na industria de carne, a menos que exigido pelo cliente externo.

4.3 Campylobacter spp. em Alimentos

Bactérias do género Campylobacter tém sido reconhecidos como agentes
infecciosos ha quase um século, porém, somente em 1972 esses microrganismos foram
reconhecidos como potenciais patdogenos em alimentos. A partir desse ano, a presenca
de Campylobacter passou a ser monitorada, e a incidéncia da campilobacteriose s6 tem
aumentado a cada ano, sendo reconhecido como o principal patdégeno de origem
alimentar nos paises desenvolvidos (PARK et al., 2002).

Campylobacter spp. séo comumente isoladas de diversos alimentos, incluindo
leite ndo pasteurizado, agua e carne crua ou mal processada de suinos, bovinos e de aves
(FDA, 2012) sendo o frango e seus derivados a principal forma de aquisicdo da
gastroenterite em todo o mundo, estimando-se sua implicacdo em 50 a 70% das
infeccdes esporadicas humanas (THOME, 2006).

Campylobacter geralmente estd presente em baixa densidade celular e pode
tornar-se injuriado em alimentos e a4gua. Mas mesmo o alimento contendo baixas
quantidades da bactéria, 500 células sdo suficientes para causar a colonizagdo e a
infeccdo humana (ALTEKRUSE, 1999). O consumo e 0 manuseio de carne de frango
inadequadamente cozida sdo considerados os principais fatores de risco para a doenga,
além da contaminacdo cruzada devido a manipulacdo inadequada de alimentos no
ambiente doméstico, em que durante a preparacdo de um alimento contaminado, o
microrganismo acaba atingindo outros alimentos ou objetos que ndo estavam
contaminados (BAKER, et al., 2007; MYLIUS et al., 2007; MATTICK et al., 2003).
Para Carvalho et al. (2001), o processo de descongelamento possui grande importancia
na contaminagdo cruzada, pois a dgua de degelo pode entrar em contato com alimentos
ingeridos in natura e, como a dose infectante de Campylobacter é muito baixa, uma
gota de agua de degelo contaminada pode causar enterites em humanos. A necessidade
de alertar o consumidor sobre como manipular e preparar adequadamente a carne de
frango levou a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria a editar a Resolucdo RDC n’
13 de janeiro de 2001. Essa Resolucdo é um Regulamento Técnico com instrucdes de
uso, preparo e conservacdao de carne de aves e seus miudos crus, resfriados e
congelados, que devem constar nos rétulos desses produtos.

A incidéncia e a quantidade de Campylobacter em carcacgas e cortes de frango
variam com as condi¢bes de manejo durante a criacdo e com as medidas higiénico-
sanitarias nas operacOes de abate e subsequente manipulacdo das carcacas. A
contaminacdo das carcagas de frango por Campylobacter tem sido definitivamente
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relacionada a presenca da bactéria no conteudo intestinal das aves, que por meio de
manipulacdo e operacdes de abate mal conduzidas e sem a observacdo de praticas
higiénicas, contaminam a carcaga e as visceras (MOURA, 2011).

Em carne de frangos de corte, a ocorréncia de amostras contaminadas varia de
12,5% a 93,7%. Geralmente, os pesquisadores isolam este microrganismo a partir de
carne de frango resfriados ou congeladas. As partes do frango de maior frequéncia de
isolamento de Campylobacter sdo o pescoco, pele e sobrecoxa. Na parte interna da
carcaca a bactéria j4 foi isolada de coracdo, figado e moela. O Painel dos Riscos
Bioldgicos apresentados pela EFSA (2010) revelou elevada prevaléncia de
Campylobacter spp. em lotes de frangos, com estimativa alarmante e equivalente a oito
carcacas contaminadas em cada 10 frangos analisados na Europa.

Em estudo realizado no estado do Rio de Janeiro — Brasil, Medeiros (2011)
analisou 30 carcagas refrigeradas, detectando a presenga de Campylobacter spp. em 21
(70%). Dessas, seis (28,57%) foram provenientes de abatedouros, oito (38,10%) de
supermercados e sete (33,33%) de feiras livres. Dos 21 isolados, dois (9,52%) foram
identificados como C. coli e 18 (85,71%) como C. jejuni. Em outra pesquisa realizada
por Medeiros (2009), no municipio do Rio de Janeiro, ao analisar dez amostras de
sobrecoxas de frango, identificou 7 (70%), como positivas para Campylobacter spp.

No estado de Sdo Paulo também foi isolado Campylobacter, Carvalho et al.
(2010) analisaram 80 amostras de sobrecoxas colhidas em diferentes pontos comerciais
(feiras livres e hipermercados) do municipio de Sao Paulo, 10/80 (12,5%) mostraram-se
contaminadas com Campylobacter spp. Treze estirpes de Campylobacter spp. foram
isoladas, sendo quatro estirpes de Campylobacter jejuni e nove de Campylobacter coli,
verificando-se, portanto, que em trés amostras de sobrecoxa foi possivel isolar mais de
uma espécie ou estirpe de Campylobacter spp.

O isolamento do Campylobacter se dd& em ambito nacional. Para conhecer a
ocorréncia de patdgenos em carne de frango exposta ao consumo, Freitas & Noronha
(2007) analisaram 16 amostras (quatro de figado, quatro de moela, duas de coragéo,
duas de pele, uma de pescoco, duas de carcaca e uma mistura de pele de pescoco e
musculatura da cavidade abdominal), coletadas em abatedouros-acougues clandestinos,
feiras-livre e supermercados em Belém - PA. Campylobacter spp. foi isolado em 14
(93,7%) e identificado em 12 (87,5%) amostras. Demonstrando que amostras
procedentes de abatedouros clandestinos, assim como amostras oriundas de abate sob
vigilancia sanitaria, estavam contaminadas por Campylobacter spp.

Em um estudo realizado em Londrina, Parana, Brasil, 93,3% das carcacas de
frango examinadas estavam contaminadas por Campylobacter spp. e 50% das amostras
frescas examinadas ap0s o enriquecimento foram positivas para C. jejuni (MAZIERO &
OLIVEIRA, 2010). Alves & Oliveira (2013) analisaram cinquenta amostras de cortes
refrigerados de frango cru (peito, coxa e sobrecoxa), provenientes de frigorificos com
Servigo de Inspecéo Federal (SIF), adquiridas em dois supermercados de Londrina - PR
em suas embalagens originais. Das 50 amostras de carne de frango analisadas, 28 (56%)
estavam contaminadas com Campylobacter spp.

A maioria dos patdgenos de origem alimentar € considerada microrganismos
robustos, j& que precisam sobreviver em ambiente hostil, tanto no processamento,
quanto na aplicacdo de técnicas de conservacdo de alimentos (PARK, 2002). Neste
contexto, Campylobacter parece improvavel ser um patdégeno de origem alimentar, uma
vez que dentro de tal categoria de agentes patogénicos, C. jejuni e C. coli sdo
considerados microrganismos de crescimento fastidioso, possuindo singulares
exigéncias para seu crescimento e uma sensibilidade incomum ao estresse ambiental.
Dificilmente, se multiplicam fora de um organismo hospedeiro ou durante
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processamentos ou estocagem de alimentos. N&o crescem em ambientes com atividade
de &gua inferior a 0,987 e sdo facilmente inativados pelo calor. O congelamento também
é prejudicial ao seu crescimento, inativando o microrganismo em menos de 3 dias, a -
15°C, apesar de ndo elimina-lo (SILVA et al., 2011). Apesar de serem termofilicas em
seus requisitos de crescimento, C. jejuni e C. coli ndo resistem a altas temperaturas e,
consequentemente, ndo sobrevivem no alimento que foi pasteurizado ou cozido
adequadamente (PARK et al., 2002). A capacidade de Campylobacter sobreviver nos
alimentos e causar um grande numero de doencas levaram muitos pesquisadores a
investigar a capacidade de C. jejuni formar biofilmes (TRACHOO et al.,, 2002;
JOSHUA et al., 2006; GUNTHER & CHEN, 2009).

Apesar de ndo se multiplicar em temperaturas abaixo de 30°C, a sobrevivéncia
de Campylobacter em alimentos é, geralmente, melhor em temperaturas abaixo da
temperatura ambiente e sdo metabolicamente ativos, com producdo de ATP, em
temperaturas abaixo de 4°C (PARK et al., 2002). Maziero et al. (2010) avaliaram o
efeito da temperatura na sobrevivéncia de C. jejuni em carcacas de frangos estocadas
por 7 dias, a 4°C, e 28 dias, a -20°C; entretanto, ndo encontraram diferenca significativa
em relacdo a reativacdo desta bactéria. No mesmo sentido, Sampers et al. (2010) nao
observaram reducdo quantitativa significativa ao manter carne de frango resfriada por
14 dias. Porém houve redugéo de 1 logio UFC™ no primeiro dia de congelamento (-
20°C) de amostras de carne de frangos, quando as amostras foram congeladas por 14
dias.

Embora Campylobacter reduza seu crescimento em temperaturas abaixo de
30°C, é capaz de sobreviver em superficies de carne crua a temperaturas de refrigeracdo
e assim constitui em risco para o consumidor. Ligowska et al. (2011) destacaram que a
constituicdo da superficie da carne de frango prolonga a sobrevivéncia de C. jejuni a 5
°C, em comparagdo com meios de cultura em laboratério, sugerindo que 0os compostos
presentes na carne de frango influenciam na adaptacdo do microrganismo a baixas
temperaturas, assim como a transcri¢do de genes associados a sobrevivéncia prolongada
de C. jejuni.

E fato que a carne de frango e produtos derivados serem o principal veiculador
de Campylobacter a humanos. A presenca natural deste patdgeno em animais, a alta
incidéncia na avicultura e os graves problemas de salde publica que gera, a
campilobacteriose em humanos tem recebido a atencdo através de programas
especificos de controle na avicultura, em diversos paises. Em funcdo das exigéncias
cada vez maiores do mercado internacional da carne de frango, as industrias de
alimentos prontos e os abatedouros no Brasil vém apresentando um maior interesse no
controle de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli com o monitoramento e 0
controle da contaminacdo das carcacas (SCARCELLI et al., 2005; MADALOZZO et
al., 2007). A busca de novos mercados e alimentos mais seguros tem levado as
industrias de produtos de origem animal a implementar uma melhoria continua na
qualidade microbioldgica de toda a cadeia produtiva (MADALOZZO et al., 2007). As
estratégias de controle de Campylobacter spp. em alimentos devem focar nas limitagdes
fisioldgicas do microrganismo, como sensibilidade ao ressecamento, congelamento e
oxigénio (SILVA et al., 2011), além da implementacdo de programas como Boas
Praticas de Fabricacdo (BPF) e Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC) (MOORE et al., 2005). Como os produtos de origem aviaria constituem a
principal fonte de contaminacdo do microrganismo, aliado ao fato destes produtos serem
amplamente consumidos devido ao seu alto valor nutritivo e ao seu baixo custo, esses
alimentos também devem receber atencdo especial no controle da campilobacteriose em
humanos (SILVA et al., 2011).
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4.4 Aditivos na Alimentacéo das Aves

Segundo a redagdo da Instrucdo Normativa n°® 15 de 26/05/2009, aditivo para
produtos destinados a alimentacdo animal é a substancia, microrganismo ou produto
formulado, adicionado intencionalmente aos produtos, que ndo é utilizada normalmente
como ingrediente, tenha ou ndo valor nutritivo e que melhore as caracteristicas dos
produtos destinados a alimentacdo animal ou dos produtos animais, melhore o
desempenho dos animais sadios e atenda as necessidades nutricionais ou tenha efeito
anticoccidiano.

De acordo com a Instrucdo Normativa n°® 13 de 01/12/2004 os aditivos
zootécnicos devem ter efeitos sobre a eficiéncia do desempenho animal e da qualidade
dos produtos de origem animal. Dentre os aditivos zootécnicos - incluem os seguintes
grupos funcionais:

a) digestivo: substancia que facilita a digestdo dos alimentos ingeridos, atuando sobre
determinadas matérias-primas destinadas a fabricacdo de produtos para a alimentacéo
animal; como por exemplo as enzimas que sdo proteinas ligadas ou ndo a co-fatores e
que possuem propriedades cataliticas especificas.

b) equilibradores da flora: microrganismos que formam coldnias ou outras substancias
definidas quimicamente que tém um efeito positivo sobre a flora do trato digestorio;
tendo como representante os probidticos, os prebidticos e os acidificantes

¢) melhoradores de desempenho: substancias definidas quimicamente que melhoram os
parametros de produtividade.

Segundo Butolo (1999), aditivos sdo definidos como substancias adicionadas a
racdo em pequenas quantidades, que possuem fungdo prd-nutricional, condicionadora
ou profilatica, ndo sendo prejudicial ao animal e ndo deixando residuos nos produtos de
consumo, desde que utilizados sob determinadas normas. Nesse contexto, outras
prerrogativas também devem ser preenchidas na classificagdo de aditivos como:
melhorar o desempenho zootécnico dos animais, terem eficiéncia em pequenas
dosagens, ndo apresentar resisténcia cruzada com outros aditivos como, permitirem a
manutencdo da flora gastrintestinal normal, ndo serem tdxicos aos animais e nem aos
seres humanos nas doses recomendadas, ndo serem mutagénicos ou carcinogénicos e
ndo causarem efeitos deletérios ao meio ambiente (LIMA, 2003).

4.4.1 Antibi6ticos

No inicio da avicultura industrial, por volta de 1950, a utilizacdo de
antimicrobianos (antibiéticos e quimioterdpicos) tinha o intuito de prevenir
enfermidades e com o passar do tempo, pesquisadores descobriram que dosagens
subclinicas de antibidticos nas ragdes melhoravam o crescimento e a eficiéncia de
producdo dos animais. O primeiro trabalho cientifico relacionado com o uso de
antimicrobianos em animais foi publicado em 1949, onde se demonstrou o efeito
benefico do uso de clortetraciclina em niveis subterapéuticos para aves. Os residuos
excedentes da fermentacdo dessa tetraciclina provaram melhorar o crescimento e a
salude dos animais (GUARDABASSI & KRUSE, 2008). Os antibidticos passaram,
entdo, a serem utilizados como melhoradores de desempenho na producédo de frangos de
corte sustentando a cadeia avicola, melhorando o desempenho animal e reduzindo a
mortalidade causada por infec¢fes subclinicas (FUKAYAMA et al., 2005; DIBNER &
RICHARDS, 2005).

Segundo Ito et al. (2005), os antibiéticos melhoradores de desempenho sdo
prescritos para controlar ou equilibrar a proliferacdo de bactérias Gram positivas que
liberam metabdlitos tdxicos que comprometem o ganho de peso ou outras formas de
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agressdo geradas pela superproliferacdo bacteriana, que causam competicdo por
nutrientes com o hospedeiro e estimulo excessivo do sistema imune local.

De acordo com Haese & Silva (2004), o efeito estimulador de crescimento que
0s antibidticos exercem sobre os animais podem ser explicados pelas seguintes
hipoteses: Inibicdo do desenvolvimento de microrganismos especificos; Melhora a
relacdo microflora desejavel: microflora indesejavel, Aumento da digestdo do amido;
Reducdo da producdo de toxinas enterogénicas; Reducdo da renovacao das células da
mucosa intestinal; Aumento do nimero de bactérias necessarias para a sintese de
proteina; Reducdo de bactérias que consomem vitaminas do complexo B; Diminuicdo
da espessura da parede do intestino delgado, aumentando a irrigacdo sanguinea e a
absorcéo de nutrientes e consequentemente melhorando o consumo de racdo, ganho de
peso e a conversao alimentar.

Desta forma, os antibidticos sdo usados em larga escala na formulacdo das
rac6es como melhoradores de desempenho em varias fases do ciclo de producdo das
aves e tem contribuido para maximizar a produtividade nesta espécie, pelo fato deles
proporcionarem principalmente a manutencdo da salde intestinal e consequente
melhora no aproveitamento do alimento pelos animais (BELLAVER, 2000). Em
relatorio emitido pelo Food and Drug Administration, no ano de 2013 constatou-se que
o0s animais destinados a alimentacdo humana consumiram mais de 14 mil toneladas de
antimicrobianos (FDA, 2015).

O uso destas substancias de forma subterapéutica, aliado ao melhoramento
genético, conhecimento das exigéncias nutricionais e novas técnicas de manejo,
permitiu a maximizagdo dos lucros na cadeia produtiva e o destaque da avicultura
brasileira no cendrio mundial. Promovendo assim, o barateamento do custo do alimento
para o consumidor, pois causam o encurtamento dos dias de abate para o mercado,
fazem que haja mais ciclos produtivos por unidade de tempo, menor desperdicio e
potencial reducdo no impacto ambiental e reducdo da incidéncia de doencas
(GORNIAK & SPINOSA, 2007).

Apesar dos grandes beneficios obtidos pelo uso de niveis subterapéuticos dos
antibidticos na criacdo animal, tém surgido criticas severas em relacdo ao uso rotineiro
deste aditivo, por parte de oOrgdos oficiais de saude publica, de organizacdes nao
governamentais, de profissionais ligados a area de produgdo animal e da populacdo de
maneira geral, principalmente na Europa (FLEMMING & FREITAS, 2005). O uso
abusivo e sem critérios de antibidticos na alimentacdo animal proporcionou o
aparecimento de resisténcia microbiana, bem como a presenca de residuos na carne e
derivados, fizeram com que autoridades e 6rgados internacionais de salde passassem a se
preocupar com as ra¢des animais que continham esses produtos (PELICANO et al.,
2004). Para McMullin (2004) e Goérniak & Spinosa (2007) os antibidticos melhoradores
de desempenho podem acarretar problemas potenciais a saude do homem, como
toxicidade, alergia e desenvolvimento de resisténcia, razdo pela qual vém sendo
criticados severamente. Além disto, causam efeitos teratogénicos, carcinogénicos e
mutagénicos, o que tem trazido preocupacfes a salde publica. Autores como Deckert et
al. (2010) e Bardon et al. (2011) associam a resisténcia de Campylobacter aos
antimicrobianos ao uso indevido destes na producdo animal de aves para a terapia e
prevencdo de doencas.

Varios paises importadores de carne de frango tém aumentado as exigéncias
quanto a utilizacdo de melhoradores de desempenho. Em 1999, a Unido Européia baniu
0 uso de cinco antibidticos melhoradores de crescimento (avoparcina, bacitracina de
zinco, espiramicina, virginiamicina e tilosina) e em janeiro de 2006 também foram
proibidas a utilizacdo de mais quatro substancias: monensina, salinomicina, avilamicina

14



e flavofosfolipol. Essas proibi¢cGes impostas sobre os antibidticos melhoradores de
crescimento na Unido Europeia vem promovendo intensas mudangas no cenario
produtivo avicola brasileiro, levando ao estudo por parte de cientistas e empresas de
potenciais produtos alternativos a estes (OLIVEIRA, 2008).

A avilamicina é um dos antibidticos mais utilizados no Brasil, por seu uso ainda
ser permitido pelo Ministério da Agricultura. Entretanto, ha possibilidade de os
microrganismos adquirirem resisténcia ao antibidtico com sua adi¢do continua em dose
subterapéutica nas dietas das aves (ALBINO, 2006). Yoshimura et al. (2000)
observaram que os antibidticos avilamicina e virginiamicina, quando usados como
melhoradores de desempenho em racGes para frangos de corte, provocaram o
aparecimento de culturas de Enterococcus faecium com 12,4 e 27,4% de resisténcia,
respectivamente.

Segundo Albino et al. (2006) € inquestionavel que a relacdo custo: beneficio
favorece a escolha do uso de antibidticos como aditivo melhorador de crescimento.
Todavia em consequéncia do banimento dos antimicrobianos na ragdo dos animais, na
Europa, tornaram-se necessarios o conhecimento e a criacdo de meios de manipulacao
da microbiota intestinal, para compensar as perdas de produtividade com a retirada dos
antimicrobianos melhoradores de crescimento da dieta.

Com o banimento dessas drogas as empresas de producdo de carne de frango
tiveram que se adaptar, melhorando préaticas de gestdo e biosseguranca, selecdo
genética, controle ambiental das instalacdes e mudancgas na composicdo da dieta e no
programa alimentar das aves (COSTA et al., 2011). Desta forma, ha necessidade em
substituir os antibioticos por substancias naturais, que garantam a eficacia nutricional
das empresas produtoras de frangos de corte sem deixar residuos mantendo os altos
indices de produtividade e qualidade dos produtos finais (AGROBRASIL, 2008).
Dentro desse contexto, a utilizacdo de probioticos, prebioticos, simbidticos, &cidos
organicos, entre outros tém recebido atencéo por parte de pesquisadores como eventuais
substitutos dos antibidticos utilizados como aditivos alimentares, pois ndo deixam
residuos nas carcacas (MENTEN & PEDROSO, 2005).

4.4.2 Probidticos

Os transtornos entéricos dos animais associados a proibicdo do uso de
melhoradores de crescimento levaram os pesquisadores a desenvolver alternativas, e
dentre elas uma das mais viaveis € a cultura de microrganismos desejaveis, que povoem
0 tubo digestivo, associada a fatores que favorecam a multiplicacdo desses,
proporcionando uma condi¢do de equilibrio. Microrganismos probioticos devem ser
capazes de se multiplicarem e se adaptarem rapidamente ao meio intestinal da maioria
dos animais e ainda inibir a proliferacdo daqueles considerados indesejaveis
(FLEMMING & FREITAS, 2005).

As pesquisas sobre 0 uso de probidticos em racdo animal tiveram inicio em
1973, quando pesquisadores finlandeses observaram em frangos, que, quando o
contedo intestinal de aves adultas era ministrado em pintainhos de um dia, havia
alteragdo da sensibilidade a Salmonella spp., prevenindo o estabelecimento deste
patdgeno no intestino das aves (BATISTA, 2005). Ao afetar a microbiota digestiva de
forma positiva, protegem o0 organismo contra a colonizagdo por bactérias nocivas
(GAGGIA et al., 2010).

Probidticos sdo microrganismos vivos, que geram beneficios quando
introduzidos no trato gastrintestinal, competindo com a flora patogénica por nutrientes,
locais de adesdo no epitélio intestinal e sintetizando metabdlitos (acidos orgéanicos) que
criam resisténcia ao crescimento de organismos patogénicos podendo realizar a
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“exclusdo competitiva” de bactérias indesejaveis criando resisténcia ao crescimento de
organismos patogénicos (ITO et al., 2005; JUNQUEIRA & DUARTE, 2005). Tem
como caracteristicas ideais: ser do hospedeiro de origem; ndo patogénico; resistir ao
acido gastrico e bile; aderir no epitélio e muco; persistir no trato intestinal; produzir
componentes inibitorios; modular a resposta imune, e alterar a atividade microbiana
local (PATTERSON & BURKOLDER, 2003). Segundo Fuller (1989) para serem
considerados probidticos, “os microrganismos deveriam ser produzidos em larga escala,
permanecerem estaveis e viaveis em condi¢cbes de estocagem, devem ser capazes de
sobreviver no ecossistema intestinal e possibilitar, ao organismo, os beneficios da sua
presenga’.

Quando suplementados na dieta, tem o objetivo de colonizar o trato
gastrintestinal com microrganismos benéficos por meio de exclusdo competitiva,
garantindo melhoria na saude do animal e maior eficiéncia no aproveitamento dos
nutrientes da racdo. Além da exclusdo competitiva, também sdo observados
antagonismo direto e melhoria da resposta imune humoral. O termo “exclusdo
competitiva” ¢ utilizado para descrever a inabilidade de uma populacdo microbiana
estabelecer-se no intestino devido a presenca de outra populacdo. A exclusdo
competitiva € uma importante ferramenta na prevencdo das doencas intestinais,
principalmente aquelas causadas por E. coli e Salmonella spp. (CORCIONIVOSCHI et
al., 2010).

Os principais microrganismos bacterianos considerados como probidticos
pertencem ao grupo das bactérias lacticas, especialmente as dos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium, além de espécies enterocdcicas, Enterococcus faecalis e E. faecium.
Entre os probioticos para aves que nao pertencentes ao grupo das bactérias laticas,
destacam-se especies dos géneros Escherichia, Propionibacterium e Bacillus (MORAIS
& JACOB, 2006). Alguns outros probidticos sdo fungos microscopicos, como espécies
de leveduras pertencentes a espécies de Saccharomyces cerevisiae (LUTFUL KABIR,
2009).

De acordo com Ferreira (2000), quanto maior for a heterogeneidade de
microrganismos que compde a cultura, maior a eficacia do probidtico, ou seja, a atuagdo
estd dependente da quantidade e caracteristicas das cepas dos microrganismos utilizados
na elaboracdo. Bacillus subtilis, B. natto, B. megaterium, Lactobacillus acidophilus, L.
plantarum, L. brevis, L. casei, Streptococcus lactis, S. faecalis, S. termophilus e
Saccharomyces cerevisae, sdo exemplos destes microrganismos.

Sabe-se que o0s mecanismos de acdo dos probidticos, esta relacionada a
competicdo por sitios de ligacdo (exclusdo competitiva), ou seja, 0S microrganismos
probidticos ocupam sitios de ligacdo na mucosa intestinal, formando uma barreira fisica
as microrganismos patogénicos. Além deste mecanismo, aos microrganismos
probidticos competem por aminoacidos e acgucares, auxiliando a inibicdo de bactérias
enteropatogénicas. Podendo ainda, produzir acidos organicos e bacteriocinas que
reduzem o pH intestinal e ndo permitem o desenvolvimento bacteriano. Além disto,
podem estimular o sistema imune a produzir anticorpos, pela ativacdo de macréfagos,
proliferacdo de linfocitos (LUQUETTI et al., 2005).

Para uma boa eficiéncia, deve-se utilizar os probidticos ja nos primeiros dias de
vida, no inicio da colonizacdo da microbiota intestinal, para que ocorra a exclusdo
competitiva, principalmente beneficiando um bom equilibrio entre 0os microrganismos
benéficos e para se obterem, assim, melhores resultados (JUNQUEIRA et al., 2001,
LORENCON et al., 2007). Segundo Andreatti Filho & Silva (2008), a administracéo
dos probioticos logo na chegada das aves ao avidrio ou mesmo, ainda, no incubatorio, €
a mais indicada diante a possibilidade cada vez mais frequente da contaminagéo precoce
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por Salmonella spp. O modo de administracdo dos probidticos pode ser o mais variado
possivel (adicionado na racdo, em agua de bebida, pulverizacdo sobre as aves,
inoculacdo em ovos embrionados, atraves da cama usada em cépsulas gelatinosas e via
oro-esofagiana), e determina uma melhor ou pior capacidade de colonizagéo intestinal
pelas bactérias presentes no produto utilizado (ANDREATTI FILHO & SILVA, 2008).

Os probioticos podem melhorar o aproveitamento dos alimentos e reduzir a
excrecdo de nutrientes. O uso de probidticos com alta atividade enzimética fornece
beneficios adicionais nos termos de reduzir- se custo do suplemento enzimatico (YU et
al., 2007). Gaggia et al. (2010) tambem definiram algumas caracteristicas esperadas e
critérios de seguranca dos probioticos: ndo-toxico e nao-patogénico; identificacdo
taxondmica precisa; habitante natural da espécie alvo; producdo de substancias
microbianas; antagonismo com bactérias patogénicas; modulacdo de resposta imune;
capacidade de exercer pelo menos uma propriedade promotora de salde cientificamente
comprovada; estabilidade genética; receptividade da estirpe e estabilidade das
caracteristicas desejadas durante o processamento, armazenamento e fornecimento;
viabilidade em altas popula¢tes; propriedades organoléptica e tecnoldgica desejaveis
quando incluidos em processos industriais e colonizacdo, sobrevivéncia e ser
metabolicamente ativo no sitio de acdo (resisténcia ao suco gastrico e bile; persisténcia
no trato gastrointestinal; adesdo ao epitélio ou muco e competicdo com a microbiota
residente).

Os resultados encontrados em pesquisas na producdo de frangos de corte,
relativas ao uso de probidticos, sdo contraditorios. Essa contradicdo observada entre 0s
trabalhos justifica-se mediante os dados obtidos em relacdo a idade do animal, tipo de
probidtico utilizado, niveis de dose, composicdo da dieta, estratégia de alimentacgéo,
interacdo com drogas e viabilidade de microrganismos a serem agregados as rac0es e as
condicdes de armazenamento delas (ARAUJO et al., 2007; CLOSE, 2000). Além disso
a maioria dos conceitos sobre o mecanismo de acdo dos probioticos sdo baseados em
pesquisas realizadas em mamiferos, sendo muitos deles ndo aplicaveis as aves. Nestes
animais, estima-se que a influéncia da microbiota do trato gastrointestinal na
produtividade e sanidade seja mais evidente que em outras espécies monogastricas
(CORCIONIVOSCHI et al., 2010).

Para Stern (2008), o uso de exclusédo competitiva de mucosa em pintos no dia do
nascimento parece nao ter influéncia na capacidade de colonizacdo de Campylobacter.
Segundo Macari & Furlan, 2005 os probidticos, apresentam-se ndo como substitutos,
mas como alternativa aos antibioticos melhoradores de desempenho.

Waititu et al. (2013) avaliaram o efeito de uma mistura de 3 cepas de Bacillus e
uma de Propionibacterium spp. sobre o desempenho e resposta imune na producdo de
aves de corte e concluiram que ambos microrganismos mostraram um efeito
antinflamatério no ileo, mas a constituida de Bacillus teve mais efeitos sobre a
imunidade local e sistémica.

Arsi et al. (2015) utilizaram isolados bacterianos de Bacillus spp. com atividade
anti- Campylobacter in vitro e avaliaram sua eficécia in vivo apds inoculacéo oral ou
intracloacal em pintinhos. Eles demonstraram que, quando administrados por via oral,
apenas um isolado reduziu 1 log na contagem de Campylobacter cecal , enquanto que
quando administrado intracloacalmente, seis isolados produziram uma reducéo de 1-3
log em cecal Campylobacter em galinhas de 14 dias. Santini et al. (2010) observaram
que concentracdo de C. jejuni foi reduzida nos animais em que Bifidobacterium longum
foi administrada, sendo que sua presenca nas excretas das aves era elevada mesmo ap0s
seis dias sem ser fornecido. Sen et al., (2012), ao investigarem o efeito da
suplementacdo dietética de B. subtilis em frangos de corte, verificaram que houve
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melhorias no desempenho das aves e na retencdo de nutrientes, além de aumentar a
altura das vilosidades do duodeno e ileo e reduzir o nimero de clostridios no ceco.

Robyn et al. 2013 observaram que contrariamente as experiéncias in vitro, nas
quais E. faecalis inibiu o crescimento de C. jejuni, ndo foi observada inibicdo in vivo
independentemente da quantidade de inoculo.

4.4.3 Prebidticos

Embora o termo prebiotico tenha sido adotado somente em 1995 (GIBSON &
ROBERFROID, 1995) os estudos sobre estes componentes sdao bem mais antigos. Na
década de 1950, a descoberta de que o leite humano possui compostos que atuam como
inibidores da adesdo de bactérias patogénicas na superficie epitelial, e que estes
ingredientes potencializam a multiplicagdo das populacdes de bifidobactérias e
lactobacilos incentivaram outras exploracdes sobre o efeito do consumo de prebidticos e
sua influéncia sobre a microbiota intestinal benéfica (STRICKLING, 2000).

O termo prebidtico € utilizado para designar um ou mais grupos de ingredientes
alimentares, que ndo sao digeridos pelas enzimas digestiveis normais, mas que atuam
estimulando (alimentando) seletivamente o crescimento e/ou atividade de uma ou mais
espécies de bactérias benéficas no intestino e induzindo a efeitos desejaveis sistémicos
ou na luz intestinal (ANDREATTI FILHO, 2008). Em 2007, Roberfroid novamente
definiu um prebidtico como "um ingrediente seletivamente fermentado que permite
mudancas especificas, tanto na composicdo e / ou atividade na microflora
gastrointestinal que confere beneficios ao bem-estar e a satde do hospedeiro”. Alguns
acucares absorviveis ou ndo, fibras, alcoois de agUcares e oligossacarideos estdo dentro
deste conceito (JUNQUEIRA & DUARTE, 2005). Os oligossacarideos sdo carboidratos
constituidos de cadeias curtas de polissacarideos, compostos de trés a dez acgucares
simples ou ligados entre si que apresentam funcdo prebidtica (ANDREATTI FILHO &
SILVA, 2008).

A principal forma de acdo dos prebidticos é sobre a modulacdo benéfica da
microbiota nativa presente no hospedeiro e os efeitos resultantes do uso de prebidticos
sdo evidenciados pela multiplicacdo das populacdes microbianas benéficas, pela
melhora nas condi¢es luminais, aumentando seu valor osmético (IMMERSEEL et al.,
2004), nas caracteristicas anatémicas do trato gastrintestinal, promovendo o aumento da
superficie de absor¢do da mucosa intestinal, e no sistema imune e, em alguns casos, pela
melhora no desempenho animal (SILVA & NORNBERG, 2003).

Gibson et al. (2004) e Roberfroid et al. (2007) qualificaram os critérios para um
prebidtico como: 1) resisténcia a acidez gastrica, a hidrolise por enzimas de mamiferos,
e a absorcdo gastrointestinal; 2) fermentacdo por microbiota intestinal; e 3) estimulacdo
seletiva da multiplicacdo e atividade das bactérias intestinais que contribuem para a
salde e o bem-estar.

Os prebidticos mais importantes sdo hexoses como glicose, frutose, galactose e
manose e pentoses como ribose, xilose e arabinose (IMMERSEEL et al., 2004), sendo
que frutose e manose sao componentes dos dois mais importantes grupos de prebioticos
utilizados atualmente: frutoligossacarideos (FOS) e mananoligossacarideos (MOS),
respectivamente. De acordo com Silva & Nornberg (2003) foi constatado que, nem
todos agiam como estimuladores seletivos do desenvolvimento dos microrganismos
benéficos no trato gastrointestinal. O fato de ndo serem digestiveis, mas fermentéveis,
ndo significava que iriam atuar como prebidticos (MacFARLANE & CUMMINGS,
1999). Compostos resistentes a digestdo por &cidos, sais e enzimas produzidos pelo
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organismo animal, mas potencialmente fermentaveis (celulose, hemiceluloses, amido
resistente, oligossacarideos, compostos fenolicos, etc).

As substancias que mais tém sido estudadas como aditivos alimentares
prebidticos sdo os oligossacarideos, especialmente os frutoligossacarideos (FOS),
glucoligossacarideos (GOS) e mananoligossacarideos (MOS). FOS sdo polimeros ricos
em frutose podendo ser naturais derivados de plantas (inulina) ou sintéticos resultantes
da polimerizacdo da frutose (GIBSON & ROBERFROIDE, 1995). GOS e MOS séo
obtidos da parede celular de leveduras, tendo em sua constituicdo, principalmente
proteina e carboidrato. O MOS consiste de fragmentos de Saccharomyces cerevisae
com uma estrutura complexa de manose fosforilada, glicose e proteina (MACARI &
FURLAN, 2005).

Segundo Passos & Park (2003) FOS sdo conhecidos como prebioticos, por
promover o0 crescimento de probidticos, como Lactobacillus acidophillus,
Bifidobacterium bifidus e Enterococcus faecium, promovendo, estabilizando e
aumentando a proliferacdo dessas bactérias benéficas no trato gastrointestinal do
hospedeiro. A incorporacdo de FOS na dieta ou uma suplementacdo intensifica a
viabilidade e adesdo dessas bactérias benéficas no trato gastrointestinal (TGI), mudando
a composicdo de sua microbiota. Ao mesmo tempo, bactérias patogénicas incluindo
Escherichia coli, Clostridium perfringens e outras sdo inibidas. Enquanto os MOS,
parecem ter carateristicas especificas que permitem impedir a colonizacao intestinal por
patdgenos (METEN, 2005). Muitos desses patdgenos utilizam fimbrias para adesdo a
mucosa intestinal e esta adesdo ocorre em receptores constituidos de mananos. Os MOS
adicionados a dieta podem aderir as fimbrias bacterianas bloqueando a adesdo dessas
bactérias a superficie intestinal.

Os prebidticos tém sido apontados como possiveis substitutos aos antibioticos e
tém seus efeitos baseados na redugdo da multiplicacdo de muitas bactérias
enteropatogénicas pela reducdo do pH, resultante do aumento da producdo de acido
latico nos cecos (BELLAVER, 2005). Albino (2006) constatou que o uso de aditivo nas
racdes melhorou o desempenho de frangos de corte e que prebidticos a base de
mananoligossacarideo podem substituir o antibidtico avilamicina em racfes para
frangos de corte. Rocha (2010) concluiu que o0s prebidticos a base de
mananoligossacarideos, combinados ou ndo com 4&cidos organicos fumérico e
propidnico, podem substituir os antibidticos avilamicina e colistina nas racfes de
frangos de corte.

Estudos utilizando MOS demonstram que esses compostos tem potencial de
estimular a multiplicacdo de bactérias benéficas além de inibir as patogénicas como
Salmonella spp. e Escherichia coli, possuindo efeito positivo sobre a satde intestinal e
desempenho das aves (SPRING et al., 2000; ALBINO et al., 2006; BAURHOO et al.,
2009, CORRIGAN et al., 2011). Em seu estudo, KIM et al., (2011) adicionaram
prebidtico em diferentes dosagens na racdo de frangos de corte e verificaram que as
populacdes de Clostridium perfringens e Escherichia coli foram reduzidas, enquanto a
de Lactobacillus apresentaram crescimento significativo.

O efeito dos prebioticos sobre a integridade intestinal das aves foi positiva no
estudo conduzido por Silva et al. (2008), assemelhando-se ao apresentado pelos
antibioticos melhoradores de desempenho. No entanto, Ramos et al. (2011) relataram
que o0 uso dos prebidticos diminuiu a altura das vilosidades no duodeno das aves.

4.4.4 Simbidticos

Os simbioticos séo definidos como uma mistura de probioticos e prebioticos que
agem beneficiando o hospedeiro ao melhorar a sobrevivéncia dos suplementos

19



dietéticos microbianos no trato gastrointestinal. Estes compostos atuam estimulando
seletivamente a multiplicacdo e/ou metabolismo de certo grupo de microrganismo
(GIBSON & ROBERFROID, 1995).

A combinacdo entre prebidticos e probidticos podem melhorar a taxa de
sobrevivéncia dos probidticos durante sua passagem no trato gastrointestinal,
contribuindo para a estabilizacdo e/ou aperfeicoamento dos efeitos probidticos (AWAD
et al., 2008). Os beneficios do uso dos simbioticos incluem: 1) reforgo da resposta
imune; 2) aumento da permeabilidade intestinal; 3) equilibrio da microbiota intestinal;
4) melhora da funcdo imunolégica da barreira intestinal e 5) regulacdo de citocinas proé-
inflamatorias (USAMI et al., 2010).

Os suplementos simbi6ticos sdo uma mistura de espécies probidticas, atuantes
no intestino delgado, com prebidticos, que estimulam as bactérias ja existentes no célon
e constituem um novo conceito na utilizagdo de aditivos em dietas para aves
(JUNQUEIRA & DUARTE, 2005; PATTERSON & BURKHOLDER, 2003). Desta
forma, pode-se fornecer componentes da microbiota intestinal e também substancias
prebioticas especificas que, em conjunto, podem estimular o desenvolvimento e a
atividade desta mesma microbiota, podendo potencializar o efeito de ambos os
componentes.

Para Immerseel et al. (2004) a combinacdo entre probidtico e prebidtico poderia
melhorar a sobrevivéncia do primeiro, pela disponibilidade do seu substrato. Isto
resultaria em vantagens para o hospedeiro, tanto pela presenca da microbiota benéfica
quanto pela fermentacdo, que atuam também no desenvolvimento fisioldgico e
imunoldgico do trato digestdrio, melhorando a digestibilidade, absorcéo de alimentos e
resisténcia as infeccdes e toxinas (ANDREATTI FILHO & SILVA, 2008). Maiorka et
al. (2001) afirmaram que as bactérias benéficas, tanto exdgenas (do probidtico) como as
enddgenas, tém a sua sobrevivéncia e coloniza¢des aumentadas no trato gastrointestinal
superior, gracas a presenca de um substrato adequado para a sua nutri¢cdo. Desse modo,
a presenca da bactéria benéfica, exdgena e/ou enddgena, se consolida, podendo exercer
todas as suas acoes fisiologicas.

Abaza et al. (2008) avaliaram a adicdo de Saccharomyces cerevisiae, Bacillus
subtilis e Bacillus licheniformes na dieta de frangos comparando com bacitracina de
zinco e virginamicina. A adic¢do do simbiotico nas dietas de frangos propiciou aumento
no ganho de peso corporal, diminuiu o percentual de gordura abdominal e melhorou o
coeficiente de digestibilidade da matéria seca e da proteina bruta. Também Caramori
Junior et al., (2008) verificaram que a suplementacdo de simbidticos melhoraram a
conversao alimentar das aves. Ja Muralolli (2008), pesquisando o efeito de probidticos,
prebiodticos e simbidticos sobre o desempenho de frangos de corte, observou que,
durante o periodo total de criacdo, de 1 a 42 dias, e nas condi¢des que foram criados,
ndo foi possivel mostrar a influéncia dos aditivos testados, segundo os parametros
zootécnicos avaliados.

Segundo Junqueira & Duarte (2005) a inoculacéo constante de simbioticos reduz
a incidéncia de enterites, controla patdgenos intestinais como Salmonella, Clostridium
spp., Campylobacter spp., melhorando a absorcéo de nutrientes, a eficiéncia alimentar, a
taxa de crescimento e uniformidade dos lotes.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Aspectos Eticos

Este estudo experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Uso de Animais (CEUA) do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia, sob o
protocolo nimero 008/2016.

5.2 Criagdo das aves
5.2.1 Local do Experimento

O experimento foi realizado no periodo de janeiro e fevereiro de 2017, no
Centro de Pesquisas Avicolas do Instituto Federal de Educacao Ciéncia e Tecnologia do
Rio de Janeiro (IFRJ) localizado no municipio de Pinheiral, RJ. O aviario utilizado
possui constru¢cdo mista, de alvenaria e madeira, com telhado em duas &guas,
posicionado no sentido leste oeste. As laterais sdo teladas com tela de arame
galvanizado, malha duas polegadas e revestidas por lonas impermeabilizadas de cor azul
(Figura 1) O centro é constituido por um aviario formado por 36 boxes experimentais
com as dimensdes de 2,0 X 1,5 metros por box (Figura 2). As aves foram alojadas em
densidade de 10 aves/metro quadrado (m?. A ambiéncia do aviario experimental foi
mantida através de sistema ventilagdo (ventiladores convencionais), refrigeracdo
(nebulizadores) e aquecedor automatico a gas (Figura 3). Os bebedouros foram
automaticos e comedouros “tipo tubular”.

Figura 1 - Galpdo experimental do Centro de Pesquisa Avicolas do IFRJ. Vista externa.
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Figura 3 - Sistema de aquecimento e ventilacdo do galpdo experimental do Centro de
Pesquisa Avicolas do IFRJ.

5.2.2 Populacéo de estudo
Foram utilizados 720 frangos de corte, fémeas, da linhagem Cobb. As aves

foram obtidas com 1 dia de idade (Figura 4). Os pintos foram provenientes de matrizes
vacinadas contra doenca de Gumboro, Bronqguite Infecciosa das Aves, doenca de
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Newcastle, Encefalomielite, Coriza infecciosa, Variola avidria e Bouba e vacinados
ainda no incubatorio, contra Doenca de Marek.

Figura 4 - Aves alojadas com 1 dia de idade.
5.2.3 Manejo das aves

O manejo das aves obedeceu aos padrdes da avicultura industrial, com limpeza
didria de comedouros e bebedouros. O manejo foi padronizado durante todo
experimento. O substrato utilizado como cama foi maravalha reutilizada por trés lotes,
visando aumentar o desafio de campo e imitar uma pratica comum nas criagdes
comercias.

A temperatura do ambiente foi mantida na zona de conforto das aves durante
todo periodo experimental. As temperaturas maximas e minimas foram observadas,
utilizando termdémetro de bulbo seco localizado em dois pontos distintos e extremos do
galpdo. As racdes experimentais foram formuladas e elaboradas no Centro de Pesquisas
Avicolas a base de milho, farelo de soja, suplemento vitaminico e mineral, para atender
as exigéncias nutricionais da linhagem Cobb preconizadas por Rostagno et al., (2011)
conforme tabela 1, sendo fornecidas ad libitum durante todo o experimento.
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Tabela 1- Composicao percentual e calculada da dieta inicial.

Ingredientes %
Milho (7,5%) 52,000
Farelo de soja (45,60%) 41,000
Oleo de soja 2,620
Fosfato bicalcio 2,050
Calcario calcitico 0,900
Cloreto de sddio 0,550
DL-metionina 0,350
L-lisina 1ICI 0,210
L-treonina 0,060
Suplemento vitaminico® 0,100
Suplemento mineral® 0,100
Cloreto de colina 0,050
Antioxidante® 0,010
Total % 100,00
Composicéao calculada

Energia metabolizavel (Kcal/Kg) 2960,00
Proteina bruta (%) 22,900
Calcio (%) 0,960
Fosforo disponivel (%) 0,490
Sadio 0,220
Lisina total (%) 1,410
Lisina digestivel (%) 1,300
Metionina total (%) 0,690
Metionina digestivel (%) 0,660
Metionina +cistina total (%) 1,050
Metionina + cistina digestivel (%) 0,960
Treonina total (%) 0,960
Treonina digestivel (%) 0,840
Triptofano total (%) 0,290
Triptofano digestivel (%) 0,260
Acido linoléico 2,740

T Niveis de garantia por quilo do produto: vitamina A, 10.000.000 UI; vitamina D3, 2.000.000 UI; vitamina E, 30.000
UI; vitamina K3, 3.000,0 mg; vitamina B1, 2.000,0 mg; vitamina B2, 2.500,0 mg; vitamina B6, 4.000,0 mg; vitamina
B12, 5.000,0 mg; acido pantoténico, 12.000,0 mg; niacina, 12.500,0 mg; acido foélico, 1000,0 mg; biotina, 100,0 mg;
2Manganés, 16,0g; zinco, 100,0g; ferro, 100,0g; cobre, 20,0g; iodo, 2,0 g; selénio, 0,25g;nicarbazina, 125g; e veiculo
g.s. p.—1000,00g.

3 Antioxidante Beta Hidroxi-butil Tolueno (BHT)

As ragdes foram suplementadas com diferentes aditivos de acordo com o grupo
de tratamento que sera descrito no topico 5.2.4 a seguir.

5.2.4 Dietas experimentais: Tratamentos

As aves foram pesadas no primeiro dia de experimento e alojadas nos boxes de
forma inteiramente casualizada e distribuidas em 4 diferentes grupos de tratamento:
Probiotico, Simbiotico (Probiotico + Prebiotico), Antibiotico e Controle. Foram 6
repeticOes (boxes) para cada tratamento, na densidade de 10 aves por metro quadrado
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(m?), sendo o total de 30 aves por box, onde as aves permaneceram até a data da coleta
dos swabs que ocorreu aos 42 dias de idade.

Os tratamentos foram distribuidos da seguinte forma:

a) Probidtico: grupo alimentado com racdo suplementada com probidtico administrado
durante todo o periodo de criacdo das aves.

b) Simbidtico: grupo alimentado com racdo adicionada de simbidtico administrado
durante todo o periodo de criacdo das aves.

c) Antibiotico: grupo alimentado com racéo adicionada de antibi6tico.

d) Controle: grupo alimentado apenas com dieta basal sem qualquer aditivo.

5.2.5 Aditivos

Foram utilizados probidticos e prebidticos comerciais disponiveis no mercado. O
produto foi misturado na racdo conforme indicacdo do fabricante durante todo periodo
de vida das aves.

5.2.5.1 Probiético

Foi utilizado o probiético comercial Protexix Concentrate® da Novartis
composto pelas cepas Lactobacillus plantarum 1.26 x 10® UFC/g, Lactobacillus
bulgaricus 2.06 x 10® UFC/g, Lactobacillus acidophilus 2.06 x 10°® UFC/g,
Lactobacillus rhamnosus 2.06 x 108 UFC/g, Bifidobacterium bifidum 2.00 x 10® UFC/g,
Streptococcus thermophilus 4.10 x 10® UFC/g e Enterococcus faecium 6.46 x 10°
UFClg.

Tabela 2 - Quantidade adicionada de probiotico em funcédo da fase de criagédo da ave.

Fase Quantidade g/ton de racéo
Inicial (1-21 dias) 150
Crescimento (22-34 dias) 100
Finalizagéo (35-42 dias) 50
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5.2.5.2 Prebidtico

Foi utilizado o prebidtico BioMos da NutriCamp que tem como principio ativo
um mananoligossacarideo derivado da parede celular da levedura Saccharomyces
cerevisae.

5.2.5.3 Simbidtico

Foi utilizado o probidtico comercial Protexix Concentrate® adicionado do
prebiético BioMos® da NutriCamp.

Tabela 3 - Quantidade adicionada de simbidtico em funcdo da fase de criacédo da ave.

Fase Quantidade g/ton de racéo

Inicial (1-21 dias) 150 (Protexin)/ 100 (BioMos)
Crescimento (22- 34 dias) 100 (Protexin)/ 100 (BioMos)
Finalizacdo (35-42 dias) 50 (Protexin)/ 100 (BioMos)

5.2.5.3 Antibidtico

O grupo antibidtico foi suplementado com o melhorador de desempenho
avilamicina.

Tabela 4 - Quantidade adicionada de antibidtico em funcdo da fase de criacdo da ave.

Fase Quantidade g/ton de racéo
Inicial (1-21 dias) 125
Crescimento (22- 34 dias) 125
Finalizagéo (35-42 dias) N&o foi utilizado

5.3 Indices Zootécnicos

O peso das aves e o consumo da racdo foram quantificados por meio de
pesagens semanais com 0 objetivo de determinar as variaveis de desempenho nos
intervalos: 01-07 dias; 01-21 dias; 01-42 dias. As varidveis mensuradas em todos os
boxes foram: ganho de peso médio (GP), consumo médio de racdo (CR), conversao
alimentar (CA) e mortalidade (M).

Ganho de peso médio (g) — determinado pela diferenca entre o peso médio
inicial das aves e o peso médio final do respectivo intervalo. As pesagens foram
realizadas seguindo-se o mesmo horario e sequéncia de pesagem durante todo
experimento.
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Consumo médio de racdo (g) — obtido pela diferenca entre o peso da ragao
fornecida durante o respectivo intervalo e o peso da sobra ao final do deste, que €
dividido pelo nimero de aves do box.

Conversdo alimentar (g/g) — obtida pela relacao entre o consumo médio de racdo
e 0 ganho de peso médio no respectivo intervalo de criagéo.

Mortalidade (%) - anotada diariamente. Calculada pela relacdo entre 0 numero
de aves que morreram durante o respectivo intervalo e 0 nimero inicial de aves, que é
multiplicada por cem.

Também foi avaliado o rendimento de carcaca, cortes e visceras, para iSso ao
final dos 42 dias de idade foi realizado um periodo de jejum e dieta hidrica de 8h.
Posteriormente, duas aves de cada unidade experimental (box) foram selecionadas,
pesadas e identificadas por etiquetas plasticas numeradas. As aves foram eutanasiadas,
sob supervisdo de um Meédico Veterinario, por meio de deslocamento cervical e
procedeu 0s processos de exsanguinacédo, escaldagem e retirada das penas, cabeca e pés
para realizacdo da avaliacdo do rendimento de carcaca e cortes comercias (peito, dorso,
coxa + sobrecoxa e asa).

As carcacas evisceradas (sem cabeca e sem pés) foram submetidas a cortes
comerciais (peito, dorso, coxas, sobrecoxas, asas). As visceras comestiveis (figado,
coracdo e moela) foram separadas para pesagem em balanga digital, sendo que a moela
foi pesada ap6s a sua abertura e eliminacdo do conteddo alimentar presente. O
rendimento percentual dos cortes e visceras comestiveis foi calculado em funcdo do
peso da carcaca eviscerada (sem cabeca e pés), pela formula %R cortes ou visceras =
(Peso do corte ou viscera x 100) / Peso Carcaga.

5.4 Obtengdo das Amostras e Delineamento Experimental

As amostras foram colhidas através de swabs de Cary & Blair estéreis
diretamente das cloacas das aves e imediatamente depositadas em tubos estéreis
contendo 2 mL de solucdo salina peptonada 0,1% identificados com correspondéncia
numérica e mantidos em caixa isotérmica com gelo reciclavel por 3 horas até o
processamento no laboratorio. Foram coletados aleatoriamente, 10 swabs de cloaca de
cada repeticéo dos tratamentos perfazendo um total de 240 swabs (Tabela 2).

Tabela 5 — Tratamentos e total do nimero de aves criadas e avaliadas para a presenga
de Campylobacter.

Tratamento N° de aves criadas N° de aves avaliadas
Probiotico 180 60
Simbiético 180 60

Antibiotico 180 60
Controle 180 60
Total 720 240

No laboratério procedeu-se o plaqueamento direto das amostras para deteccéo de
Campylobacter conforme recomendado para isolamento de material fecal (ISO/DIS
10.272-1, 2015). Concomitantemente uma aliquota de 1 mL de cada tubo de amostra foi
transferida para tubo Eppendorf e centrifugado por 5 min 12.900 rpm, descartado o
sobrenadante e o pellet congelado para posterior extracdo do DNA e realizacdo dos
ensaios de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
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5.5 Deteccdo e Identificacdo Fenotipica de Campylobacter

As amostras foram processadas no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos
no Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFRRJ. Ao chegarem ao laboratoério
os swabs coletados foram submetidos aos procedimentos referentes a semeadura e
posterior isolamento para caracterizacao fenotipica de Campylobacter.

5.5.1 Semeadura em placas e isolamento

Apdbs a homogeinizacao por vortex foi realizada a semeadura direta das amostras
de swabs de cloaca por espalhamento de aliquotas de 0,1mL da solugdo salina
peptonada 0,1% em placas contendo Agar Columbia (Difco) adicionada de carvdo
ativado (0,4 g%) e 5% de solucdo redutora de radicais superéxidos (FBP), conforme
Filgueiras & Hofer (1989) e suplemento seletivo de Bolton (Fluka).

Apos incubacdo das placas por 48 h em atmosfera de microaerofilia gerada pela
passivacdo do cobre (85% Nj, 10% CO,, 5% O,) a 42° C, foram avaliadas quanto a
presenca de coldnias presuntivas de Campylobacter (espraiadas, crescendo ao longo da
estria, geralmente com brilho d’agua). A seguir as colonias suspeitas foram isoladas e
identificadas mediante exames morfolégicos (coloracdo de Gram, observacdo de
motilidade em microscopio de campo escuro) e testes bioquimicos. A auséncia de
colbnias caracteristicas foi considerada negativa para o método bacterioldgico. Nos
casos de tratar-se de bastonetes Gram negativos delgados, em forma de virgula, foi
pesquisada a presenca das enzimas catalase e oxidase.

5.5.1.1 Producéo da catalase

O teste de producdo de catalase foi realizado misturando-se em uma lamina de
vidro a cultura proveniente do Agar Columbia (5.5.1) com aproximadamente 50 pl de
peroxido de hidrogénio a 3% (v/v). A producdo de catalase é evidenciada pela acéo
sobre o peroxido de hidrogénio decompondo-o, podendo ser observada uma
efervescéncia rapida e marcante (KONEMAN et al., 2001). A produgdo de bolhas em
30 segundos indica a producéo da catalase.

5.5.1.2 Teste da oxidase

O teste de oxidase é baseado na producdo intracelular da enzima oxidase pela
bacteria

Foi realizado em papel de filtro estéril, impregnado com solugédo aquosa a 1% de
oxalato de paramino-dimetilamina. Com auxilio de uma alca de plastico, espalhou-se a
colbnia a ser testada sobre o papel de filtro e observou-se se houve formacdo imediata
da cor rosa, indicando positividade para o teste.

5.5.2 Manutencéo dos isolados

Para a realizacdo das provas bioquimicas os isolados foram mantidos em Agar
Brucella semi-sélido na temperatura de 37°C por até 15 dias.
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5.5.3 Identificacdo dos isolados

Uma vez caracterizadas como pertencentes ao género Campylobacter pelos
métodos presuntivos, foram determinadas as espécies e subespécies por provas
bioquimicas: fermentagdo da glicose, reducdo do nitrato a nitrito, crescimento ou nédo
em presenca de glicina (1%) e de cloreto de sodio (3,5%), formacdo de gas sulfidrico
(H2S) em TSI (meio de Triplice Agucar Ferro), hidrolise do hipurato, tolerancia as
temperaturas de 25 e 42°C e sensibilidade ao acido nalidixico (30 pg) e a cefalotina (30
pg) (HOLT et al., 1994; OIE, 2008). Como controles foram utilizadas as cepas de
Campylobacter jejuni/ CCAMP 419 e Campylobacter coli/ CCAMP 1003.

5.5.3.1 Sensibilidade ao acido nalidixico e cefalotina

A partir de coldnias isoladas do crescimento em Agar Columbia (5.5.2) foi
preparada uma suspenséo, equivalente a 0,5 na escala McFarland, em caldo Brucella.
Uma aliquota de 0,2 pL foi semeada em agar Muller-Hinton suplementado com 5% de
sangue de carneiro. Em seguida foram adicionados os discos de &cido nalidixico e
cefalotina com concentracéo de 30 pg cada. As placas foram incubadas a 37°C por 24
horas em atmosfera de microaerofilia. A ocorréncia de crescimento ao redor do disco foi
classificada como resistente e a presenca de halo de inibicdo de crescimento, de
qualquer tamanho, foi classificada como sensivel.

5.5.3.2 Hidrolise do hipurato de sodio

Para avaliar a capacidade dos isolados bacterianos em hidrolisar o hipurato foi
feita uma suspensdo da cultura proveniente do Agar Columbia (5.5.2) em solugdo de
hipurato de sodio 1%. Os tubos foram homogeneizados e incubados a 37 °C por 4 horas.
Em seguida foi adicionado 0,2 mL de ninidrina 3,5%. As amostras foram novamente
incubadas a 37°C por 10 minutos. O aparecimento de coloracéo violeta escuro indica
reacdo positiva para hidrolise do hipurato de sddio.

Quadro 1 — Perfil bioquimico de C. coli e C. jejuni

Provas Biogquimicas C. coli C.jejuni
Catalase + +
Oxidase + +
Fermentacdo da glicose - -
Reducdo do nitato + +
Crescimento em glicina + +
Crescimento em NaCl - -
Producéo de H,S - -
Suscetibilidade ao acido

nalidixico (30ug) e resistente resistente
cefalotina (15ug)

Hidrolise do hipurato - +
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5.5.4 Armazenamento e estocagem dos isolados

As culturas estoque foram mantidas congeladas a -20°C em caldo Brucella
adicionado de 20% (vol/vol) de glicerol estéril.

5.6 Deteccdo e Identificagdo Genotipica de Campylobacter

As etapas de extracdo do DNA e da identificacdo genotipicas a seguir foram
realizadas no Laboratério Multi-usuario de Biologia Molecular (BIOMOL) localizado
no prédio Projeto Sanidade Animal UFRRJ/EMBRAPA.

Todas as amostras coletadas foram submetidas & analise da identificacdo das
espécies de Campylobacter por PCR. A extracdo e purificacdo do DNA foi realizada
com o auxilio do método de extragdo utilizando guanidina e silica seguindo protocolo
préprio. Posteriormente foram procedidas as técnica de PCR e eletroforese em gel de
agarose.

5.6.1 Extracdo do DNA

As amostras obtidas como descrito em 5.4, foram descongeladas e
ressuspendidas com 100 pL de tampéo de lise (0,5 M EDTA, 1M Tris-HCI, 6M NacCl,
dH,0O, SDS 10%) e colocadas em estufa a 56°C por 15 minutos. Apés foi adicionado
300 pL de tampdo Binding (tiocianato de guanidina - GUSCN, dH,O, 1M Tris, 0,5M
EDTA, Triton X-100) e 40 ul de terra diatoméacea (dH20, Diatomaceous Earth , TE) e
colocadas em estufa com agitacdo 56°C/ 950 rpm por 15 minutos. Terminado esse
tempo foi centrifugado por 2 minutos 12900 rpm. Descartou-se o sobrenadante por
inversdo dos tubos e o pellet foi lavado duas vezes com 300uL de etanol 95% sempre
com centrifugagdes a 12.900 rpm por 2 min. Apds o descarte do sobrenadante os tubos
foram incubados destampados a 70°C por 10 minutos e apds a secagem os pellets foram
ressuspendidos com 100 pL de tampéao TE. As amostras foram incubadas a 56°C por 10
minutos e centrifugadas a 12900 rpm por 5 minutos e armazenadas a -20 °C até o
momento realizacdo dos ensaios de reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

5.6.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para estabelecer o limite de deteccdo da PCR foram realizados testes com
culturas puras de Campylobacter jejuni - CCAMP 419) e Campylobacter coli - CCAMP
1003 em suspensdes contendo quantidade decrescente de células.

5.6.2.1 Amplificacéo dos genes

Apos terem sido estabelecidos os limites de deteccéo e a padronizacdo da PCR,
foram testados cinco primers: um primer para deteccdo do género Campylobacter
(16SRNA) e dois especificos para cada uma das espécies de C. jejuni (mapA e hipO) e
C. coli (ask e ceuE). Os iniciadores das PCR para deteccdo do género Campylobacter,
C. jejuni e C. coli estdo listados na Tabela 6, juntamente com as condicdes de ciclagem.
Todos os iniciadores foram sintetizados pela Invitrogen (Séo Paulo, Brasil).
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Tabela 6 - Oligonucleotideos e programas de amplificacdo utilizados.

Primers Programa Gene Alvo  Tamanho Referéncia
C412F .
s , 25 ciclos
5>-GGATGACACTTTTCGGAGC-3 o : 16SRNA :
94°C -1 min Linton et al.,
C1228R 55°C 1 min (Campyloba 816pb 1996
3’-CATTGTAGCACGTGTGTC-5' o . cter)
72°C 1 min
Hip400f
5’-GAAGAGGGTTTGGGTGGTG-3’ 25 ciclos
Hip1134r 94°C - 1min hipO (C. 7350b Linton et al.,
3’-AGCTAGCTTCGCATAATAACTTG- 66 °C -1min jejuni) P 1997
5 72°C -1min
MDmapS,,AlUpper 35 ciclos
) 94°C - 1min
CTATTTTATITITGAGTGCTTGTG  geiCimin  mapA(C.  ggor  Stuckictal
. mg? ower 74°C -1min jejuni) P 1995
_ o . x
GCTTTATTTGCCATTTGTTTTATTA-s® (4 C 5 ?i"r']gle)‘te”sao
CC18F
oy 25 ciclos
GGTATGATTTCTACAAAGCGAG- o . .
, 94°C - 1min . Linton et al.,
3 0 - ask (C. coli) 500pb
60°C -1 min 1997
CCS19R 74°C -1min
3-ATAAAAGACTATCGTCGCGTG-
5
Iciclo
95°C — 10min
CcoL3 35 ciclos
5 -ATTTGAAAATTGCTCCAACTATG - 95°C- 30s
3 59°C - 1min 30s, ceuE (C. 4620h (fgsg];agz;tsaelt
MDCOL2 72°C - 1min coli) P ! 1909
5 -TGATTTTATTATTTGTAGCAGCG- 72°C — 10 min a

3

extensdo final

Cada reacdo de PCR foi preparada conforme descrito na Tabela 7.
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Tabela 7 - Condigdes da master mix para os diferentes genes.

Volume/Reacéo

Volume/Reacao Volume/Reacéo
Componente genes

16SRNA, ask e hip gene ceuk gene mapA
Agua 7.05 pL 7.18 uL 7.3 uL
Tampao 10X 1.25uL 1.25uL 1.25uL
MgCl, 0.625 pL 0.5uL 0.375 pL
dNTP 0.75 uL 0.75 uL 0.75 uL
Primer 0.75 pL 0.75 pL 0.75 pL
taq polimerase 0.075uL 0.075uL 0.075uL
DNA molde 2.0 uL 2.0 uL 2.0 uL
Volume total 12,5 L 12,5 uL 12,5 puL

Apés a PCR com condicdes de mix e tempo/temperatura descritas,
respectivamente, nas tabelas acima, foi adicionado em cada reacéo de amplificagédo 2,5
uL de tampédo Ficoll 400 15% e azul de bromofenol 0,25%. O volume total do produto
da reacédo foi aplicado em gel de agarose 1,5% (75 V durante 40 min) para separacao
dos segmentos através da eletroforese, utilizando o marcador 100pb, para quantificacdo
dos pares de base (pb). Como controle positivo foi utilizado as cepas de Campylobacter
jejuni/ CCAMP 419 e Campylobacter coli/f CCAMP 1003 nas diluicdes de 10, 107°, 10°
®  Apbs a migracdo, os produtos foram corados por imersdo do gel em solucdo de
brometo de etidio (1,0%), visualizados em sistema de foto documentacgéo e, em seguida,
digitalizadas e salvas em banco de dados.

5.7 Andlise Estatistica

As variaveis estudadas foram submetidas a analise de variancia utilizando o
modelo linear do programa de anélises estatisticas SISVAR (FERREIRA, 2003). O teste
de média Tukey a 5% de probabilidade foi utilizado para comparacdo das diferencas
entre os tratamentos.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Desempenho Zootécnico dos Animais

No periodo pré-inicial (1-7 dias de idade) observou-se que os tratamentos nao
influenciaram significativamente (P>0,05) nenhum dos pardmetros zootécnicos
analisados (Tabela 8).

Tabela 8 — Médias das variaveis zootécnicas de aves da linhagem Cobb com 7 dias de
idade tratadas com avilamicina, probi6tico, simbiético e racdo controle sem aditivos.

Meédias
Tratamentos Peso Ganhode Consumo Conversdo Viabilidade
Corporal Peso de Racdo Alimentar (%)
(9) (9) (9) (Kg/Kg)
Probio6tico 191.33% 144542 239.33° 1.63°2 98.33?

H < a a a a
Simbidtico 18952 ° 145.18 236.01 1.56 99.16
Antibiotico 197.25% 149.52 2 229.19°2 1.65 2 98.33?

Controle 189.78 # 149.83% 244,032 1.78°2 99.16°

Coeficiente de 4.19 412 571 12.74 1.61

variacgao (%)

*Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.

Resultados semelhantes foram encontrados por Barbieri (2015) que ao utilizar
Bacillus amyloliquefaciens e avilamicina de maneira isolada ou associada em frangos da
linhagem Cobb criados na densidade de 12 aves/m?2, ndo obteve diferenca (P>0,05) para
nenhuma das variaveis estudadas por ele.

O fato dos resultados serem semelhantes para todos o0s grupos pode ser
explicado pelo curto tempo para atuagdo efetiva dos aditivos junto ao trato
gastrointestinal da ave. Contudo, para incrementar sua eficiéncia, a suplementacédo
exogena de aditivos como os probioticos deve ser feita desde o primeiro dia de vida
para promover 0 bom desempenho dos frangos de corte antes de serem contaminados
por patégenos (LEANDRO et al., 2010; LORENCON et al., 2007).

Assim que o embrido eclode em ambiente contaminado por bactérias, virus e
protozoarios comeca a desenvolver sua prépria microbiota intestinal de protecdo. O
trato gastrointestinal da ave é desprovido de microrganismos no momento da eclosdo e a
colonizagdo e estabelecimento da microbiota intestinal em aves inicia nos primeiros
momentos, sendo necessario de 5 a 7 dias ap0s a eclosdo para que a populacao saudavel
de bactérias produtoras de acido lactico se estabeleca no intestino e até 40 dias para sua
completa formacdo assumindo importancia fundamental no desempenho e na
manutencdo da salde da ave (EDENS, 2003). Quando equilibrada, constitui uma
barreira eficaz contra a colonizagdo de patdgenos, produz substratos metabolicos (como
vitaminas e acidos graxos de cadeia curta) e estimula o sistema imune de forma nao
inflamatoria. (GAGGIA et al., 2010). A formacéo desta populacdo pode ser influenciada
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por varios fatores, incluindo idade, dieta, uso de antibi6ticos/probidticos (BRISBIN et
al., 2008).

Analisando os dados para as caracteristicas de desempenho, na fase de criacéo
inicial (1 — 21 dias), foi observada influencia significativa entre os tratamentos (P<0,05)
somente para consumo de ragéo, que foi menor pelo grupo controle (Tabela 9).

Tabela 9 — Médias das variaveis zootécnicas de aves da linhagem Cobb com 21 dias de
idade tratadas com avilamicina, probiotico, simbiético e racdo controle sem aditivos.

Médias
Tratamentos Peso Ganhode Consumo Conversdo Viabilidade
Corporal Peso de Racdo Alimentar (%)
(¢)) (¢)) (¢)) (Kg/Kg)
o 885.41° 838.62 2 1046.95° 1.19°2 100.00?
Probiético
Simbidtico 905.91 2 860.91 2 978.08° 1.15°2 99.16°
e 914.16 2 867.45 2 083.29° 1.13%2 98.23?
Antibiético
Controle 884.08 2 836.83 2 945.37 2 1.19°2 98.33?
Coeficiente de 3.80 3.89 473 5.86 1.65

variagdo (%)

*Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5%
de probabilidade.

A microbiota intestinal das aves é composta por inUmeras espécies de bactérias,
formando um complexo dindmico. Aquelas que colonizam o trato gastrointestinal
inicialmente tendem a persistir ao longo da vida da ave, passando a compor a populacéo
microbiana residente. Embora Hooge et al. (2004) tenham relatado que a suplementacéo
continua de bactérias probidticas na ragcdo dos frangos melhore o desempenho das aves,
baseados na hipdtese de que colonizacdo precoce influencia na eficiéncia inicial dos
processos digestivos e absortivos, neste estudo ndo foram observadas diferencas
significativas. Loddi et al. (2000) também constataram em suas pesquisas que a
utilizacdo de probidticos e simbiodticos ndo resultou em efeitos significativos sobre os
parametros produtivos nessa fase em virtude da capacidade de colonizacdo do trato
gastrointestinal pelas bactérias dos probidticos ser baixa e ao baixo desafio a que as aves
foram submetidas.

Boratto et al. (2004), observaram neste mesmo periodo, maior consumo de rac¢éo
pelo grupo que recebeu probidtico em relacdo ao controle. As bactérias probidticas
necessitam de substrato para sobreviverem e colonizarem o trato gastrintestinal, fato
este que provavelmente explica o maior consumo de racdo dos frangos que receberam a
cultura durante a criacdo até os 21 dias de idade. Por outro lado Correa et al. (2013) ao
testar diferentes probioticos na dieta de frangos de corte da linhagem comercial Hy
Yield , observaram um menor consumo de racdo no tratamento que recebeu o
simbiético Estibon® em relacdo ao controle no perfodo de 1-21 dias de idade. Entretanto
néo foi observada diferenca significativa na converséo alimentar entre os tratamentos no
periodo de 21 dias. Da mesma forma Rigobelo et al. (2011) e Ramos et al. (2011) ndo
encontraram diferencas significativas no periodo de 1 a 21 dias, entre os tratamentos
com antibiotico e probioticos. Apesar do maior consumo de racdo nao foi observada
diferenca significativa de ganho de peso, o que pode explicar, em parte, a auséncia de
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efeitos na conversdao alimentar, mostrando uma eficiéncia alimentar que ndo se difere
independente de ser suplementado com antibidtico, prebiodtico ou simbidtico.

Alguns autores como Pelicano et al. (2004) observaram que a conversdo
alimentar apresentou diferencas entre os tratamentos estudados no periodo de 1 a 21
dias de idade, como melhores resultados para os grupos de frangos alimentados com
probidtico. J& para Santos et al. (2004) a pior conversdo alimentar em frangos foi
observada nas aves que recebiam probidticos nas dietas. De acordo com Caramori
Junior et al. (2008) existe a possibilidade de que divergéncias nos resultados
encontrados na literatura podem estar associados aos tipos de bactérias que compdem o
probidtico ou a quantidade de probidtico oferecida.

Em contraste com os resultados encontrados nesta pesquisa, Silva et al. (2011)
verificaram que o0 uso de probidtico composto por Lactobacillus acidophillus,
Enterococcus faecium e Bifidobacterium bifidum, antibidtico flavomicina e halquinol,
prebiotico inulina e simbiotico na alimentacdo de frangos de corte na fase de 1 a 21
dias, resultou em peso vivo significativamente menor das aves tratadas com antibi6tico.
Assim como no presente trabalho esses pesquisadores utilizaram frangos da linhagem
Cobb, contudo a densidade de criacdo foi relativamente maior, 16 aves m?
proporcionando maior desafio as aves.

Na varidvel ganho de peso médio também ndo foi observado diferenca
estatistica. Da mesma forma, Caramori Junior et al. (2008) concluiram que em todas as
fases, 0 ganho médio de peso das aves, ndo foi influenciado pela suplementacdo do
simbiotico na racéo.

Analisando os dados para as caracteristicas de desempenho (Tabela 10), no
periodo total da criacdo (1 a 42 dias), observou-se efeitos significativos (P<0,05) para
peso corporal e ganho de peso.
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Tabela 10 — Médias das variaveis zootécnicas de aves da linhagem Cobb com 42 dias
de idade tratadas com avilamicina, probidtico, simbidtico e racao controle sem aditivos.

Meédias
Tratamentos Peso Ganhode Consumo Conversao Viabilidade
Corporal Peso de Racdo Alimentar (%)
(9) (9) (9) (Kg/Kg)

Probiotico a a
222320%  2046.02%  2945.78° 1.52 98.33

Simbidtico a a
2207572  2162.37°  3156.76° 1.43 97.50

Antibidtico 220567 ®  2248.68°  3216.05°2 1.432 98.33°

Controle 2396.69°  2322.40°  2911.88° 1.302 99.16 °
Coeficiente de 384 413 848 727 1.83

variacao (%)

*Medias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.

O ganho de peso dos frangos foi significativamente menor (P<0,05) no
tratamento probidtico quando comparada com os tratamentos contendo outros fatores de
crescimento e o grupo controle. O menor peso no grupo suplementado com probiédtico
pode ser associado ao menor consumo de alimento no periodo, podendo ter um impacto
negativo na acdo dos probidticos. A inclusdo de organismos desejaveis (probidticos),
suplementados na dieta, possibilita o rapido desenvolvimento de bactérias benéficas no
trato digestdrio do hospedeiro, melhorando o desempenho destes (EDENS , 2003). De
acordo com Guillot (2000) para que um probidtico seja efetivo é necessario que
proporcione um ndmero minimo de 10° UFC/g de contelido intestinal. Este nimero
representa uma estimativa do tamanho da populacdo bacteriana a ser alcancada para se
obter um efeito benéfico. Além da quantidade empregada outro fator que interfere na
acao benéfica e a espécie a ser utilizada. Estes resultados sdo divergentes dos obtidos
por Schwarz et al. (2001) que ndo encontraram diferenca estatistica entre tratamentos
com antimicrobianos frente aos probioticos, com relacdo ao ganho de peso das aves. Por
outro lado, Yun et al. (2017) observaram que 0 uso de probiéticos, constituidos de
especies de Bacillus, Lactobacillus e Aspergillus niger, na racdo de frangos de corte
resultou em aumento do ganho de peso significativo nas aves suplementadas com esses
microrganismos.

Para a conversdo alimentar os resultados encontrados n&o diferiram
estatisticamente (P>0,05) entre os tratamentos. Resultados semelhantes foram
encontrados por Flemming & Freitas (2005) que ao testar uma associagdo de
probidticos (Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis) em comparacdo ao antibidtico
avilamicina, ndo observaram diferenca na conversdo alimentar, entre os aditivos, porém
ao compara-los com o tratamento controle houve um maior ganho de peso daqueles.
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Pelicano et al. (2004) avaliando o desempenho de frangos de corte de 1 a 42 dias
recebendo probidtico Bacillus subtilis, observaram melhor conversdo alimentar no
periodo de 22 a 35 dias, porém, este efeito ndo foi observado nas demais fases,
concluindo que este aditivo alimentar ndo afetou o desempenho das aves. Dibner &
Richards (2005) indicam que a utilizagdo de melhoradores de desempenho melhoram a
conversao alimentar dos frangos, citando que a base bioldgica para os efeitos dos
antibioticos sobre a eficiéncia do crescimento animal considera os efeitos sobre a
microbiota intestinal, fato esse ndo observado nesse experimento.

A Unido Brasileira de Avicultura recomenda que a densidade maxima de aves
por metro quadrado seja de 39kg/m?, o que equivale a uma média de 15 aves por metro
quadrado (UBA, 2008). Mas esse valor muitas vezes chega a 17-18 aves por m?,
densidade essa muito maior do que a praticada no presente trabalho e o que sugere que
ndo seja compulsério em granjas comerciais que adotem boas praticas agropecudrias.
Certamente o estresse decorrente da alta densidade populacional influencia nos indices
zootécnicos e sanidade dos animais. Provavelmente se fossem reproduzidas as
condicbes que sdo encontradas em muitas granjas comerciais, 0s resultados dos
desempenhos seriam diferentes. Para Lima et al. (2003) a acdo dos probidticos parece
estar relacionada principalmente a dois fatores: ao nimero correto de microrganismos
vivos utilizados e a presenca de estresse nas aves devido as condi¢des de criacdo. As
condic¢des ambientais inadequadas reduzem o desempenho das aves afetando diretamete
a resposta imune e consequentemente diminuindo o ganho de peso vivo e a ingestdo
alimentar nesse sentido a inclusdo de probidticos na dieta poderia melhorar as mudancas
induzidas através de imunoestimulacdo convertendo na melhora do desempenho
(TAKAHASHI et al., 1997).

Considerando o periodo de criacdo, ndo foi possivel demonstrar nenhuma
influéncia (P>0,05) da inclusdo ou auséncia dos aditivos na mortalidade. Esse resultado
diverge do encontrado por Pelicano et al. (2005) que em estudo do uso de uma
combinacdo de Bacillus e Lactobacillus e Saccharomyces cerevisiae como simbiotico
em frango de corte, observou maior viabilidade com o uso destes aditivos na dieta.

Os resultados das pesquisas utilizando diferentes melhoradores e equilibradores
de desempenho como os antibidticos, probioticos, prebioticos e simbioticos, sdo
bastante conflitantes. Tais contradigdes podem ser justificadas pelo fato das pesquisas
terem sido realizadas utilizando diferentes antibioticos, bem como probidticos com
diferentes composi¢des de microrganismos e, mesmo aqueles pertencentes & mesma
espécie podem ter diferentes cepas. Provavelmente, o tipo de interacdo entre as
diferentes cepas que deve ser do tipo mutualista e ndo competitivo, é outro fator
essencial a ser considerado na escolha de cepas na formulacdo de um probioticos. Desta
forma a eficacia dos produtos testados € estritamente dependente da quantidade e
caracteristicas das cepas dos microrganismos utilizados na elaboracdo do aditivo
alimentar (RAMOS et al., 2011).

Embora os aditivos ndo tenham influenciado o desempenho, este se manteve
dentro dos padr@es zootécnicos esperados.

6.2 Rendimento dos Cortes e Visceras

N&o foram observadas diferengas significativas (P>0,05) entre os tratamentos
para o rendimento de carcaca e de suas partes (Tabela 11 e 12). Para ser considerada
uma alternativa aos antibidticos os promotores de crescimento devem melhorar o
desempenho animal em niveis comparaveis (HUYGHEBAERT et al,. 2010). Nas
condigdes do experimento, a utilizacdo de probidticos e simbidticos como fator de
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crescimento mostrou a mesma eficiéncia dos antibidticos com relacdo a rendimentos
dos cortes e da carcaca.

Tabela 11 — Médias e desvio padrdo do rendimento de cortes comerciais de frangos de
corte (peito, dorso, coxas, sobrecoxas, asas) avaliados no abate aos 42 dias de idade.

) Rendiment Rendiment Rendiment Rendiment
Rendiment 0 0
Tratament . 0 de Coxa 0
ode de Peito o de Dorso
0 carcaca (%) e Sobrecoxa de Asa (%) (%)
(%)
o 72.909279%  40.033620% 29.791137°% 11.244315% 18.622022°
Probiético
Simbidtico  75.796548% 38.385976 % 30.355102 % 11.624767 % 19.252548 %
Antibidtico  71.917114% 38.923622% 30.297502°% 11.344067 % 19.480460 ®
Controle 71.626563% 38.366177 % 30.133104% 11.720168?% 19.320527?
Coeficiente 7 85
de variacao ' 6.60 5.68 11.25 8.17
(%)

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de

probabilidade.

Tabela 12 — Médias e desvio padrao do rendimento das visceras avaliadas no abate de
frangos de corte de 1 a 42 dias de idade.

Rendimento Rendimento Rendimento

Tratamento da Moela do Figado  do Coracéo
(%) (%) (%)
Probidtico 1.656133%  2.850864°%  0.416283°
Simbidtico  1.711063%  2.703781%  0.447243%
Antibidtico  1.741357°%  2.557741° 0.42879°
Controle 1.692838°%  2.712758°%  0.410295°

Coeficiente

de variacéo 13.31 19.88 36.70

(%)

*Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel
de 5% de probabilidade.
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Os resultados obtidos corroboram com as observag6es encontradas por Aristides
et al. (2012), que concluiram que a utilizacdo de aditivos bioativos (probidticos e
simbidticos como Lactobacillus, Bacillus, Bifidobacterium em combinacdo com
mananoligossacarideos nao afetou negativamente o rendimento de cortes comerciais de
frangos (asas, pernas, peito e dorso) em nenhum dos tratamentos utilizados. Domingues
et al. (2014) avaliaram a eficacia da utilizacdo do probidtico Bacillus subitilis sobre o
desempenho zootécnico, rendimento de carcaca e de partes da carcaca de frangos de
corte nas diferentes fases de criacdo e igualmente ndo observaram diferencas
significativas (P>0,05) entre os tratamentos, quanto as caracteristicas de carcaca.

Santos et al. (2004) verificaram que aves suplementadas com simbidtico e
antibidtico, apresentaram maior rendimento de sobrecoxa, em comparagdo aos
tratamentos com enzimas e sugeriram que o resultado foi decorrente de uma maior
deposicédo de nutrientes em relagdo aos demais tratamentos com consequéncias na maior
taxa de crescimento e altas taxas de retencédo proteica.

Albino et al. (2006), conduziram um estudo utilizando apenas prebioticos
(mananoligossacarideos) em diferentes concentracdes combinados ou ndo o melhorador
de crescimento (avilamicina), e observaram que o0s tratamentos melhoraram o0s
rendimentos de peito e filé de peito em frangos machos da marca comercial Ross.
Contrariando os resultados encontrados nesse trabalho, onde ndo obtivemos diferencas
significativas para a variavel rendimento de peito em nenhum dos tratamentos
utilizados. E provavel que o fato de utilizar aves fémeas possa ter influenciado no
rendimento da carcaca, apesar de estudos observarem semelhanga no rendimento de
carcaga entre machos e fémeas (MOREIRA et al., 2003).

Quanto ao rendimento das visceras ndo foi observada diferenca estatistica
(P>0,05) entre os tratamentos. Da mesma forma Paz et al. (2010) também ndo
verificaram influéncia significativa (P>0,05) do uso de antibidticos (avilamicina e
colistina), de prebidticos (mananoligossacarideos), de probidtico (Bacillus subtillis) e de
acidos organicos (acidos fumarico e propidnico), nas dietas das aves, nos pesos do
figado, do coracéo e do intestino.

Os resultados obtidos corroboram com as observagGes de Bittencourt et al.
(2011) e Caramori Junior et al. (2008) ao relatarem a possibilidade dos probioticos
serem utilizados em substituicdo aos antibidticos ndo influenciando negativamente o
desempenho das aves, pois tratam-se de um suplemento aditivo de racdo considerado
seguro (GRAS) para a posterior utilizagdo da carne para consumo humano.

Luegas et al. (2015) ressaltam que muitas vezes, as condi¢cfes sanitarias e de
manejo observadas em criagBes comerciais, que incluem inGmeras fontes de
contaminacdo para Campylobacter possibilitam a recontaminacdo do rebanho durante o
periodo de criacdo, ndo sdo as mesmas das criagdes experimentais onde as aves
encontram-se em condi¢Bes de minimo estresse. Portanto, a acdo desses produtos deve
ser validada durante ensaios na fazenda, tornando-se dificil verificar algum efeito
benéfico quanto ao uso de probioticos, ndo encontrando diferenca significativa (P<0,05)
entre 0s demais tratamentos para o parametros zootécnicos como desempenho no
periodo de 1 a 42 e rendimento de carcaca e visceras. Condi¢fes também consideradas
por Pedroso et al. (2006) que além das condigdes de manejo e sanitarias, citam também
como fator limitador nos resultados em frangos a heterogeneidade da microflora
intestinal o tipo e a concentracdo de probidticos utilizados. Embora alguns
pesquisadores apresentem resultados negativos no uso de probidticos (LODDI et.,
2000), a maioria dos trabalhos mostra que os probioticos sdo, pelo menos, tao eficientes
guanto os antibidticos como melhoradores de desempenho, apresentando beneficios
sobre a digestibilidade de nutrientes e aproveitamento energético, e proporcionando
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obtencdo de bons indices zootécnicos, rendimento de carcagca e cortes comerciais
(PELICANO, 2005). Fato esse evidenciado neste trabalho.

6.3 Frequéncia de Isolamento de Campylobacter spp.

Através da metodologia de cultivo, observou-se incidéncia para Campylobacter
em 14,5% amostras (35/240). Analisando os dados de acordo com cada tratamento as
amostras positivas foram distribuidas da seguinte maneira: 12/60 (20%) para 0 grupo
suplementado com probidtico, 8/60 (13,3%) nas aves provenientes do tratamento com
simbidtico, 7/60 (11,6%) do grupo antibiotico e 8/60 (13,3%) do grupo controle (Figura
5).

Controle | g 1 3, 30%
AT O O | o 11 60%
Simbioético PB’SO%
Probidtico

0% 5% 10% 15% 20%

Amostras positivas

Tratamentos

$20%

Figura 5 - Frequéncia de isolamento de Campylobacter spp. em nos tratamentos
controle, antibiotico, probiotico e simbidtico.

A frequéncia de identificacdo das espécies de Campylobacter spp. é mostrada na
tabela 13. Verificou-se uma maior incidéncia de C. coli, tendo 21 (60%) isolados
identificados como C. coli e 14 (40%) como C. jejuni. Por outro lado Silva et al (2014),
isolaram Campylobacter em 61% das amostras de fezes de frango identificadas através
da técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) maior ocorréncia de C. jejuni, 35
(85,4%) isolados, do que de C. coli, seis (14,6%).
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Tabela 13 - Frequéncia de espécies de Campylobacter spp. identificadas nos
tratamentos controle, antibiotico, probiotico e simbidtico.

Tratamento C.coli C. jejuni
Probidtico 10 2
Simbidtico 4 4
Antibidtico 2 5

Controle 5 3
Total 21 14

Esses resultados demonstram que apesar do probidticos e simbidticos ndo terem
diminuido a colonizacdo de Campylobacter, os valores encontrados para 0s grupos dos
simbi6ticos e antibidticos foram muito proximos, ndo havendo diferenca estatistica
(P<0,05). Com a vantagem dos probi6ticos e simbidticos poderem ser utilizados durante
todo periodo de criagdo das aves ndao necessitando de periodo de caréncia para consumo
da carne como é recomendado com o antibidtico e serem considerados seguros, nao
deixando residuos indesejaveis na carne. Os simbidticos que contem oligossacarideos
que por simular a mucina da mucosa intestinal parecem exercer um efeito importante na
exclusdo competitiva de patdgenos.

Outro ponto que deve ser ressaltado quanto aos resultados se refere ao fato dos
antibidticos comumente utilizados na avicultura, como por exemplo a avilamicina, séo
eficientes contra bactérias gram-positivas o que ndo afeta o0 Campylobacter pois se trata
de um microrganismo gram-negativo.

Nos ultimos anos, varios esforcos foram dedicados a definir misturas
microbianas direcionadas que poderiam ter atividade preventiva em aves de corte contra
infeccbes por Salmonella contudo o nimero de estudos evidenciando um possivel papel
dos probioticos na prevencédo da colonizacdo de C. jejuni em nivel da producao primaria
ainda séo escassos, embora estudos in vitro relatem uma forte atividade antimicrobiana
de varias cepas probioticas em relacdo a esse patdgeno

Dentre os autores que j& relataram a eficacia da utilizacdo de probidticos e
simbi6ticos no controle de Campylobacter em frangos de corte pode-se destacar Santini
et al. (2010), que ao avaliarem a capacidade de colonizacdo de bactérias laticas
incluindo bifidobactérias e sua atividade no controle de trés cepas de Campylobacter
jejuni em frangos de corte, observaram que concentracdo de C. jejuni foi reduzida nos
animais em que Bifidobacterium longum foi administrada. Willis & Reid (2008)
verificaram que aos 42 dias de vida, os frangos de corte alimentados com o composto
probidtico PrimaLac (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium
thermophilus, Enterococcus faecium) tiveram uma redugdo na prevaléncia de
isolamento de Campylobacter jejuni quando comparado com o grupo controle. A
administracdo de duas doses de Lactobacillus johnsonii dada com uma semana de
intervalo conduziu a uma reducéo da colonizacédo de C. jejuni no conteddo cecal, mas
esse controle biolégico pareceu dependente de um alto nivel de colonizacéo inicial pelo
probidtico (MANES-LAZARO et al., 2017).

Existem também os casos nos quais os probioticos sdo eficientes nos testes
realizados in vitro mas ndo mostram a mesma eficiéncia quando testados in vivo. No
estudo conduzido por Arsi et al., 2015 foram isolados 26 cepas com atividade in vitro
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capazes de inibir a colonizacdo de Campylobacter mas quando foram testados in vivo,
apenas 3 isolados apresentaram uma reducéo de 1-2 log em Campylobacter. No entanto,
estes isolados reduziram o Campylobacter em apenas em 1 dos 3 ensaios e quando esses
isolados probioticos selecionados foram administrados individualmente ndo mostraram
uma reducdo consistente de Campylobacter in vivo. Da mesma forma, Robyn et al.
(2013) ndo evidenciou inibicdo de Campylobacter em frangos de corte pela cepa do
probidtico Enterococcus faecalis, embora uma influéncia inibitéria in vitro da cepa em
C. jejuni tenha sido previamente demonstrada em um sistema que simula o ambiente
cecal de frango.

Assim, pode ser muito dificil concluir sobre a eficacia positiva ou negativa dos
probidticos testados em frangos de corte na idade de abate. Numerosos estudos
testaram o efeito de diferentes produtos adicionados na dieta alimentar ou na agua de
bebida contra Campylobacter em frangos de corte ao nivel do rebanho. No entanto, 0s
diferentes estudos foram conduzidos usando diferentes projetos experimentais, por isso
é dificil comparar os resultados.

Deve se levar em consideracdo a resiliéncia de Campylobacter a presenca de
probiético no ambiente intestinal. O patdgeno pode implementar estratégias para
superar atividade inibitéria, como ocorre com os bacteriofagos (HAMMERL et al.,
2014) e, apesar de uma diminui¢do no inicio, o patdgeno pode se adaptar e crescer ainda
mais. A presenca nas aves de uma microbiota intestinal complexa, pode explicar
parcialmente essa diferenca entre os resultados in vitro e in vivo. De outra forma, é
possivel que os probidticos em uso para aves ndo sejam adequados ou que a
combinacdo de diferentes probidticos ndo seja adequada.

Diferentes fatores do hospedeiro podem justificar as variagdes nos resultados do
uso de probidticos em aves. A linhagem de frango poderia potencialmente influenciar
tratamentos probidticos. Estudos mostraram que o comportamento de C. jejuni pode
variar consideravelmente em relacdo as linhagens de frango usadas em estudos
experimentais. O estado imunoldgico dos animais é diferente entre diferentes racas de
galinha e, portanto, também ¢é uma caracteristica inerente que poderia modular a acéo
probidtica (SAINT-SYR et al., 2016). Portanto, o reconhecimento da microbiota pelo
sistema imune do hospedeiro é de fundamental importancia. Os estudos realizados séo
em sua maioria realizados em mamiferos, nos quais a estrutura dos tecidos linfdides
associados ao intestino € totalmente diferente das aves, o que dificulta a transposicédo
das informacdes geradas (COPPOLA & GIL-TURNES, 2004).

Além do efeito fisico de barreira contra bactérias patogénicas, as bactérias
probidticas exercem um efeito biolégico, na medida em que promovem um ambiente de
baixa tensé@o de oxigénio, desfavorecendo o crescimento de bactérias enteropatogénicas,
principalmente as salmonelas. Especificamente para Campylobacter essa diminuicdo da
tensdo de oxigénio ndo seja inospita o suficiente, podendo até mesmo ser uma condigédo
favoravel, visto que as bactérias deste género sdo microaerdfilas, diferente dos demais
patdgenos. O efeito bactericida contra Campylobacter provavelmente resulta da
producdo de &cidos organicos (latico e propiénico) que levam a uma reducdo do pH do
ambiente intestinal, com consequente inibi¢do de bactérias patogénicas. (GHAREEB et
al., 2012). Annuk et al. (2003) relataram também que as bacteriocinas produzidas por
probidticos tém atividade de inibicdo especifica contra bactérias gram-negativas,
incluindo Campylobacter spp.

Outra questdo particularmente importante sobre Campylobacter € que eles
apresentam alta variabilidade genética e pouco se sabe sobre 0s mecanismos de
colonizacao especifica do hospedeiro, viruléncia e fatores de patogenicidade de espécies
de Campylobacter (GRIPP et al., 2011). Eles ndo sdo igualmente capazes de colonizar
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galinhas, diferentes genétipos de C. jejuni apresentam diferencas distintas em sua
dindmica de infeccédo e ecologia intestinal em frangos comerciais (CHALONER et al.,
2014) e provavelmente ndo tdo sensiveis a a¢Bes probidticas (WINE et al., 2009). Além
disso, h& pouca informacdo disponivel sobre o efeito antimicrobiano dos
microrganismos probidticos especificos de aves e sua eficicia na colonizacdo de C.
jejuni em frangos de corte. Essa diversidade, traz implicacGes para o controle na
industria avicola sugerindo que o risco de contaminacdo dos tecidos comestiveis é
dependente do isolado envolvido. Isso traz repercussdes para o controle de C. jejuni na
producéo e processamento de aves.

A forma e rota da administracdo probidtica sdo dois pontos criticos para
aplicacdo industrial. O uso das culturas frescas inoculadas individualmente ndo é
possivel no nivel da fazenda, mesmo que os probio6ticos sejam altamente ativos e
eficientes. Os probidticos comerciais como o Protexin, que foi utilizado neste
experimento, apesar de ser recomendado para a utilizagcdo em aves podem ndo utilizar
microrganismos especificos para a espécie o que pode minimizar os efeitos benéficos no
trato gastrointestinal. E importante que os produtores de probidticos usem processos de
producdo e estratégias de preservacdo e administracdo modificadas para garantir a
entrega de cepas ativas as aves. Como varios trabalhos mostraram, o método de
producdo, composicdo média e estagio de crescimento influenciam fortemente a eficacia
de sobrevivéncia dos probioticos (BRON et al., 2012 ; Van BOKHORST et al., 2012).
A capacidade das bactérias probidticas serem mantidas a temperatura ambiente torna-se
necessaria para a conveniéncia do cliente e a reducéo de custos do fabricante. Por isso, é
importante a producdo de forma seca de bactérias probidticas. A microencapsulacéo de
bactérias probidticas tem sido uma tecnologia promissora para garantir a estabilidade
bacteriana durante o processo de secagem e para preservar sua viabilidade durante o
armazenamento sem perder significativamente suas propriedades funcionais. O
armazenamento a temperaturas ambiente em vez de congelamento ou armazenamento a
baixa temperatura é preferivel para minimizar os custos de manuseio, transporte e
armazenamento. A sua atividade e a sobrevivéncia durante o armazenamento também
devem ser avaliadas e poucas informacGes sobre esses aspectos estdo disponiveis para
probidticos comercias. (BAFFONI et al., 2012; DIANAWATI et al., 2015)

Mesmo que o objetivo seja reduzir os niveis colonizacdo de Campylobacter, é
importante ter em mente que o destino final dos frangos de corte é o mercado. A
administracdo de grandes quantidades de bactérias ndo s6 pode reduzir Campylobacter,
mas também prejudicar a homeostase da microbiota intestinal aviaria. Portanto, é
necessario examinar conjuntamente o impacto probidtico nos parametros de
desempenho, incluindo a ingestao diaria média de alimentos, o ganho de peso corporal e
a relacdo de conversdo alimentar o que foi realizado neste trabalho.

6.3.1 Analise molecular do contetido cecal

No presente trabalho todos os swabs coletados foram submetido a extracdo de
DNA e realizada a Reagdo em Cadeia da Polimerase. Diferentemente de outros
experimentos nos quais realizam a extracdo a partir de col6nia isolada, nesta pesquisa a
extracdo do DNA foi realizada diretamente da solucdo em que o swab foi
acondicionado. A sensibilidade do método PCR foi testada em diferentes preparacdes.
Primeiro, a sensibilidade foi investigada pela extracio de DNA de culturas puras
(Campylobacter jejuni/ CCAMP 419 e Campylobacter coli/ CCAMP 1003) diluidas em
série. Foram preparados modelos de DNA para a analise de células 10°, 10°, 10*, 10°,
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10% e 10" por PCR de C. jejuni e C. coli. O método de PCR foi capaz de detectar a
presenca de 10° - 102 bactérias por PCR para C. coli e C. jejuni .

Todas as amostras que foram positivas no método de cultivo convencional em
placa foram identificadas no PCR, as cepas de C. coli e C. jejuni resultaram nas
ampliacOes esperados, tendo uma correlagdo de 100% entre as espécies identificadas
pelo PCR e pela identificacdo bioquimica (Figura 6).

1 2 3 4 5 6 7 8 9PM 11 1213 1415 16 17 18 19 20 2132 23 24

Figura 6 — PCR das amostras, genes hipO(735pb) e ceuE (462pb). (PM) Peso
Molecular 100pb. (2, 3, 4, 5) C. jejuni; (13 a18) C. coli.

Existem relatos na literatura de culturas atipicas de C. jejuni, as quais
apresentam o fendtipo hipurato-negativo (NICHOLSON & PATTON, 1995),
dificultando a identificacdo baseada essencialmente nesses testes fenotipicos, fato ndo
verificado nesta pesquisa.

Quatro amostras que foram negativas para Campylobacter no cultivo em placa e
tiveram resultado ndo conclusivo no PCR, necessitando para a confirmacao a realizacao
de sequenciamento genético. Essas amostras foram provenientes do grupo de tratamento
antibiotico podendo estar em baixas concentracdes explicando ndo serem detectadas por
completo no PCR. O estresse causado pela presenca de oxigénio, temperatura baixa ou
falta de nutrientes, muda a morfologia das células de Campylobacter para formas
cocdides, entrando em um estado viavel mas ndo cultivavel e sendo incapazes de crescer
em meios seletivos de isolamento. Para Maher et al. (2003) as limitacdes dos métodos
de cultivo de rotina utilizados, podem inibir o isolamento de algumas cepas de C. jejuni.
Métodos moleculares baseados em amplificacdo por PCR podem fornecer uma
alternativa aos métodos de cultura para a deteccdo de Campylobacte. A extracdo direta
de DNA deve ser considerada vantajosa em relacdo a analise de amostras previamente
isoladas, pois pode conter bactérias viaveis e ndo cultivaveis que podem constituir uma
parte significativa em determinadas amostras como por exemplo, as de fezes. Hazeleger
et al. (1994), conduziram um estudo para verificar se as formas vidveis mas nao
cultivaveis poderiam ser detectadas pela técnica da PCR, concluindo que esta técnica foi
capaz de confirmar células viaveis e ndo cultivaveis, provenientes de carne de frango,
embora em diferentes niveis de deteccdo. Esta caracteristica representa um perigo
potencial a salde publica e é de grande importancia em microbiologia, uma vez que um
alimento depois de ser analisado pode ser classificado como proprio para consumo
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apesar de apresentar células desse patdgeno que ndo foram previamente detectadas
(FORSYTHE, 2002).

A deteccdo répida, direta e precisa de Campylobacter em aves € essencial para a
avaliacdo dos riscos para a saude publica e para a avaliacdo das estratégias de controle
implementadas na produgdo de aves. O ensaio desenvolvido é um meio relativamente
barato e eficiente para detectar Campylobacter spp. em swabs cloacais e pode ser uma
alternativa util na liberacdo de lotes para o abate. Em suma, o presente método oferece
uma identificacdo rapida e robusta de C. coli e C. jejuni.
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7 CONCLUSAO

Considerando as condicdes de baixo estresse na criacdo de frangos de corte
utilizadas nesse experimento, conclui-se que:
- A incidéncia de aves contaminados com Campylobacter spp, com predominio de C.
coli, foi considerada muito baixa ndo havendo diferenca significativa no controle dessa
incidéncia entre as aves que se alimentaram com probiotico, simbidtico ou antibidtico
avilamicina e as que néo se alimentaram com racao contendo aditivos.

- Os indices zootécnicos das aves que receberam probidtico ou simbidtico foram
comparaveis as que receberam antibiotico, e nestas condigdes, 0 uso de antibidticos ndo
se justifica.

- O método de identificacdo de Campylobacter spp. por PCR diretamente de swab
cloacal foi eficiente tendo correlacdo com o método convencional de cultivo.
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8 SUGESTOES E RECOMENDACOES

Pesquisas adicionais que estudem o efeito de outros produtos comerciais ou de uma
combinacdo de diferentes tipos de produtos, atuando em sinergia para melhorar a reducéo
quantitativa da colonizacdo cecal de Campylobacter em frangos de corte e melhorar o desempenho
zootécnico, valerdo a pena. S&o necessarios também estudos mais aprofundados visando a selegdo
de cepas probioticas adequadas para a espécie animal e fins desejados, assim como avaliacdo dos
aditivos em diferentes condicdes de criagéo.

Outro ponto de grande interesse é elucidar a interacdo do Campylobacter com outros
microrganismos e seu mecanismo de invaséo em nivel celular
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ANEXOS

Anexo A — Descricdo dos Aditivos Utilizados.
Anexo B - Solucédo FBP (LAURIA-FILGUEIRAS, 2000).

Anexo C — Croqui do galpéo (IFRJ — Campus Pinheiral).

64



Anexo A - Descricdo dos aditivos utilizados na formulacdo das racoes
experimentais

- Probiético: Protexin Concentrate®
Aditivo Probidtico para alimentagdo animal
Peso Liquido: 1Kg

Composicéo basica do produto:

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium bifidum, Streptococcus thermophilus,
Enterococcus faecium, Dextrose (96,6670 %).

Niveis de garantia por kg de produto:

Lactobacillus plantarum....................cccccoooevevveiiioeeciiiieieeeceee e 1.26 x 10° UFC/g
LactobaCillus DUIGAFICUS ...........c.everveerereierececeisseeeesiess s 2.06 x 10° UFC/g
Lactobacillus acidophilus ..........c.cceeieiieieiieie e 2.06 x 10° UFC/g
Lactobacillus rhamnosus ...........ccccceiieiiciieieccseee e 2.06 x 10® UFC/g
Bifidobacterium DIficlUM ..........ovveveeeeeeeeeeeeeeeee e 2.00 x 10® UFC/g
Streptococcus thermophilus ...........cooeiiiieine 4.10 x 10® UFC/g
ENteroCoCCUS fABCIUM .........ooiiiiiiicecc s 6.46 x 10° UFC/g

- Prebidtico: BioMos
Peso liquido: 25 kg
Composic¢éo basica do produto:

Mananoligossacarideo derivado da parede celular da levedura Saccharomyces
cerevisae.

- Antibiotico: Avilamicina
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Anexo B - Solucéo FBP (LAURIA-FILGUEIRAS, 2000)

Composicéo

Sulfato ferroso 0,59
Bissulfito de sodio 0,59
Piruvato de sodio 0,59
Agua destilada estéril 100 mL

Apos esterilizacdo por filtracdo, a solucdo serd colocada em frasco ambar e
mantida por até 30 dias na geladeira (4°C).
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Anexo C — Croqui do Galpao Experimental do Centro de Pesquisa Avicolas do

IFRJ (Campus Pinheiral).
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