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MAQUINE, Leandro de Carvalho. Desenvolvimento de um aditivo probidtico utilizando
bactérias acido lacticas autdctones do trato gastrointestinal de patos crioulo (Cairina

moschata domesticus L., 1758) — Universidade Federal do Amazonas, 2024.

RESUMO

Patos domésticos sdo aves que se adaptam as diferentes condi¢cbes climaticas no Brasil e, sua criacéo
estd em expansao, principalmente pela facilidade de manejo. No Amazonas, é criado principalmente no
sistema semi-extensivo ou livres a pasto, do qual os animais sdo cerrados em galpdes fechados durante
a noite para protecdo contra predacfes. Alcancam a idade de abate aos 90 dias, portanto, sdo aves de
crescimento lento. Na avicultura é evidente a necessidade de produtos alternativos, que possam ser
utilizados como promotores do desempenho produtivo de aves, melhorando a conversao alimentar, o
rendimento de carcaca e a saude animal, dentre estes, destaca-se 0 uso de microrganismos com potencial
probidtico. O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos de diferentes bactérias lacticas
autoctones como aditivos probidticos para patos crioulos em alojamento sobre o desempenho,
caracteristicas de carcaca e parametros bioquimicos sericos. Patos domésticos (n = 96) da linhagem
crioula foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado, onde os tratamentos foram
constituidos por um controle (sem uso de probi6tico) e trés cepas de bactérias lacticas autoctones como
probidtico administradas as aves (Enterococcus lactis, E. ratti e E. faecium), com trés repeti¢cdes de oito
aves cada. Os dados coletados foram submetidos ao teste de Tukey a 0,05. Durante a fase inicial ndo foi
observado impacto significativo (p>0,05) no consumo de ragdo e no ganho de peso, porém a eficiéncia
alimentar foi afetada significativamente (p<0,05), onde o grupo controle apresentou melhores
resultados. Da mesma forma, durante as fases de crescimento e terminacéo, foram obtidos resultados
variados em relagdo ao consumo de ragdo, ganho de peso e eficiéncia alimentar, sugerindo que a eficicia
dos probidticos pode ser influenciada pela cepa especifica e pelas condigdes ambientais, mas
apresentando resultados inferiores (p<0,05) do que aqueles obtidos no grupo controle. Notavelmente,
certas cepas probidticas, como E. lactis, mostraram-se promissoras no aumento (p<0,05) da eficiéncia
alimentar e das caracteristicas da carcaca (p<0,05), enquanto outras, como E. faecium, exibiram efeitos
significativos (p<0,05) em todos os parametros bioquimicos séricos. Concluiu-se que, a inoculacdo de
bactérias lacticas autéctones em patos crioulos mostrou efeitos variados na eficiéncia alimentar ao longo
das fases de crescimento influenciados pela estirpe. Cepas especificas melhoraram as caracteristicas da
alimentacdo e da carcaca, enfatizando a importancia na continuidade desses estudos.

Palavras-chave: Enterococcus lactis. Enterococcus ratti. Enterococcus faecium. Eficiéncia alimentar.



MAQUINE, Leandro de Carvalho. Development of a probiotic additive using indigenous
lactic acid bacteria from the gastrointestinal tract of landrace ducks (Cairina moschata

domesticus L. 1758) — Federal University of Amazonas, 2024.

ABSTRACT

Domestic ducks are birds that adapt to the different climatic conditions in Brazil and their breeding is
expanding, mainly due to their ease of management. In Amazonas, it is raised mainly in the semi-
extensive or free-pasture system, in which the animals are enclosed in closed sheds at night to protect
against predation. They reach slaughter age at 90 days, therefore, they are slow-growing birds. In poultry
farming, the need for alternative products is evident, which can be used to promote the productive
performance of birds, improving feed conversion, carcass yield and animal health, among which the use
of microorganisms with probiotic potential stands out. The aim of the present study was to investigate
the effects of different autochthonous lactic acid bacteria as probiotic additives for housed landrace
ducks on performance, carcass characteristics and serum biochemical parameters. Domestic ducks (n =
96) of the Creole lineage were arranged in a completely randomized design, where the treatments
consisted of a control (without the use of probiotic) and three strains of autochthonous lactic acid
bacteria as probiotic administered to the birds (Enterococcus lactis, E. ratti and E. faecium), with three
replications of eight birds each. The collected data were subjected to the Tukey test at 0.05. During the
initial phase, no significant impact (p>0.05) on feed consumption and weight gain was observed,
however feed efficiency was significantly affected (p<0.05), where the control group showed better
results. Likewise, during the growing and finishing phases, varied results were obtained in relation to
feed consumption, weight gain and feed efficiency, suggesting that the effectiveness of probiotics may
be influenced by the specific strain and environmental conditions, but presenting results lower (p<0.05)
than those obtained in the control group. Notably, certain probiotic strains, such as E. lactis, showed
promise in increasing (p<0.05) feed efficiency and carcass characteristics (p<0.05), while others, such
as E. faecium, exhibited effects significant (p<0.05) in all serum biochemical parameters. In conclusion,
the inoculations of indigenous lactic acid bacteria in creole ducks showed varying effects on feed
efficiency throughout the growth phases, influenced by strain. Specific strains improved feeding and
carcass characteristics, emphasizing the importance of their selections.

Keywords: Enterococcus lactis. Enterococcus ratti. Enterococcus faecium. Food efficiency.
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1. INTRODUCAO

Producdo de patos é um segmento da avicultura que fornece diversos produtos, tais
como: carne, ovos, penas, figados gordurosos dentre outros (Islam et al., 2020; Santos et al.,
2020; Arias-Sosa; Rojas, 2021). Esses produtos atendem a uma série de mercados
consumidores, principalmente localizados na Europa e Asia, mas ainda pouco explorado na
América Latina (Rufino et al., 2017; Islam et al., 2020; Arias-Sosa; Rojas, 2021; Jalaludeen;
Churchil et al., 2022).

Para produzir animais de qualidade a avicultura busca constantemente maneiras
eficientes, por meio de adequados ajustes nutricionais, a exploracdo do potencial genético das
aves através da correta formulacao de dietas e a utilizacdo de aditivos, que geralmente, buscam
0 custo minimo, de modo que 0s animais expressem seus potenciais sem comprometer o bem-
estar (Bryden et al., 2021; Chowdhury et al., 2023).

Neste cendrio, 0s antibidticos costumavam ser utilizados como promotores de
crescimento e como estratégia para reduzir a carga de bactérias patogénicas no trato
gastrointestinal (TGI) de aves de producdo, porém, esses mesmos aditivos, matavam as
bactérias benéficas, causando prejuizos a industria avicola, além disso, o uso indiscriminado
aumentou a resisténcia aos antibiéticos em bactérias enteropatogénicas (Yaqoob et al., 2022).

O uso de antibidticos nas racGes de aves aumentou as preocupacdes de seguranca
relacionadas a resisténcia desses produtos e com o residuo final, levando a proibic&o global do
uso desse aditivo na producao animal (Sharma et al., 2022). Com essa pressdo mundial para
retirar a pratica do uso desses promotores de crescimento na ragao de animais e, devido a fatores
relacionados como as medidas legislativas, exigéncia de consumidores e questdes éticas (Celi
et al., 2017), abriu-se caminho para a utilizagédo de novos aditivos na dieta dos animais.

Houve entdo, a necessidade de estudos com outros aditivos naturais que favorecam a
salde intestinal das aves, dentre eles os probioticos (Jeni et al., 2021; Chowdhury et al., 2023).
Existe, portanto, interesse cientifico e comercial para o desenvolvimento de solucdes
alternativas que levem ao beneficio da saude animal e a promocéao da seguranca alimentar nos
diversos sistemas avicolas (Dowarah et al., 2017; Jeni et al., 2021; Yaqgoob et al., 2022;
Chowdhury et al., 2023). Os probidticos tem sido estudado para aumentar a eficiéncia
alimentar, melhorar a taxa de crescimento e inibir o desenvolvimento de microrganismos
enteropatogénicos (Jeni et al., 2021).

Existem varias estirpes de microrganismos que podem ser utilizadas como probidticos
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devido seu alto potencial e caracteristicas desejaveis, contudo, 0s tipos mais comuns sdo as
bactérias acido lacticas (BAL) e as bifidobactérias (Didari et al., 2014). Na nutricdo animal as
cepas de uso mais comum sdo as do género Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp.,
Enterococcus spp., Bacillus subtilis e Sacharomyces spp. (Alagawany et al., 2018; Jeni et al.,
2021).

As BAL ganharam atencdo significativa como probidticos na inddstria avicola por
serem estirpes que prosperam nas adversidades gastrointestinais, conferindo os efeitos
benéficos como melhoradores de desempenho e 0 antagonismo contra patégenos entéricos (El-
Sawabh et al., 2020). Porém, apesar de todas as vantagens, ainda sdo necessarios estudos mais
aprofundados e conclusivos sobre os beneficios desses probiodticos nos animais (Krysiak et al.,
2021).

A maioria dos estudos de avaliacdo da microbiota intestinal de aves, foram executados
com frangos de corte e galinhas poedeiras e, pouco explorados com aves aquéticas, tornando-
se necessarios. Sabe-se que a fisiologia das aves diverge entre espécies, assim como 0
metabolismo de nutrientes, demanda energeética e longevidade (Khan et al., 2020).

Diante do exposto, objetivou-se no presente estudo, isolar e identificar cepas autoctones
de BAL do TGI de patos crioulo (Cairina moschata dosmesticus L., 1758) e realizar testes de
potencial para serem utilizadas como probidticos in vivo para a propria espécie, que possui valor
agregado e elevado poder mercadoldgico. Soma-se a isso, o fato de desenvolver pesquisas com

patos, que servirdo de apoio a estudos relacionados a esta espécie de ave de producao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O pato doméstico

Os patos domésticos (C. moschata) sdo pertencentes a familia Anatidae, que dentre os
anseriformes, é composta por 69 espécies e 16 géneros (Mattews, Gill, 2016). A figura 1 abaixo,

representa o esquema de classificagdo taxondmica da ordem Anseriforme:

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Subfilo: Vertebrata

Figura 1 - Exemplar de fémea d pato

Classe: Aves
Ordem: Anseriformes

Familia: Anatidae

77

) o % N
Género: Cairina Fonte: Maquing, L.C. (2023)
Espécie: C. moschata (Linaeus, 1758)

Subespécie: C. moschata domesticus (Donkin, 1989)

Biologicamente, os patos sdo aves de grande rusticidade, boa produtividade e
caracteristicas Unicas (Ruiz; Labatut, 2006; Scanes; Christensen, 2020; Arias-Sosa; Rojas,
2021). Sdo aves aquéticas que possuem dedos das patas interligados por membranas e
plumagem espessa e impermeavel. Apresentam ainda saliéncias carnudas e avermelhadas na
face conhecidas como cartnculas (Scanes; Christensen, 2020; Arias-Sosa; Rojas, 2021).

Os patos domésticos sdo aves bem adaptadas as condi¢Ges brasileiras e sua criagdo esta
em expansdo. Isso ocorre em funcdo da facilidade de manejo (Figura 2) e por seu
comportamento rastico, sendo praticada a criacdo, principalmente em pequenas propriedades
ou quintais (Junior et al., 2008).

A carne do pato possui boa qualidade e baixos teores de gordura favorecendo a
apreciacgao pelo mercado consumidor (Yakubu, 2013). Entretanto, no Brasil o consumo de carne
de patos por habitante é de 20 g/ano, enquanto na China alcanca 1,5 kg/ano e na Franca 1,0
kg/ano (Avicultura Industrial, 2016).

Apesar de suas grandes potencialidades de mercado, a producdo de patos ainda é

pequena quando comparada com outros segmentos da avicultura (Rufino et al., 2017; Islam et
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al., 2020; Arias-Sosa; Rojas, 2021), apresentando pequena participacdo dentro da cadeia
produtiva da avicultura brasileira (Rufino et al., 2017). Mesmo assim, a producdo de patos
destaca-se como um dos segmentos que mais tém crescido na avicultura brasileira, criando
demanda também crescente de informacdes técnicas relacionadas ao manejo (Pingel, 2011;
Zeng et al., 2015; Rufino et al., 2017; Santos et al., 2020).

Figura 2- Criagdo de patos emsistema caipira emconsércio com
galinhas, em pequena propriedade da regido metropolitana de
Manaus

Fonte: aquin, L.C. (202

A criacdo de patos tem cunho de subsisténcia na maioria das propriedades do Brasil.
Consiste basicamente em criagdes extensivas de baixo investimento. Em 2017 o pais produziu
5,51 milhdes de cabecas em aproximadamente 250 mil criatérios registrados (IBGE, 2018),
com media de 15 aves por propriedade. O estado do Para € o que possui potencial para criacao
em maior escala dessas aves por fazer parte da culinaria local e ter forte apelo cultural e
tradicional (Fernandes, 2017) e aparece na segunda colocacdo em quantidade de producéo
dessas aves, com cerca de 341,6 mil cabecas em 25,7 mil propriedades. Apesar do consumo de
carne de patos por brasileiros ser baixo, o pais vem aumentando seu plantel e tornando-se
grande exportador da carne desses anseriformes.

No Amazonas, em censo agropecuario realizado pelo Instituto de Desenvolvimento
Agropecudrio e Florestal Sustentavel do Estado do Amazonas - IDAM (2019) foram coletados
dados de 5.918 criadores, com a producdo de aproximadamente 61.207 aves produzidas e,

aproximadamente, 1,45 toneladas de carnes comercializadas. O grande atrativo da producgéo de
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patos esta no fato dessas aves possuirem rendimento de carcaca aproximado de 74% (Wawro
et al., 2004).

Considerada ave resistente e de facil manejo, surge nas propriedades como alternativa
de producao de carnes e ovos, penas e outros derivados (Avicultura Industrial, 2016). Quando
comparados a frangos, 0s patos tém o crescimento mais lento, porém sdo efetivamente mais
resistentes a doencas e condicdes climaticas, o que favorece sua criagdo nos mais diversos
biomas (Rufino et al., 2015).

O tempo médio necessario para atingir a idade de abate é de 90 dias. A partir desta idade
0 ganho de peso das aves reduz (Almeida, 2016), portanto, a permanéncia de patos apds 90 dias

nos diferentes sistemas de criacdo deixa de ser viavel.

2.2 Caracteristicas do pato doméstico

Os patos sdo divididos em duas subespécies (Raud; Faure, 1994): o C. moschata
moschata é considerada a espécie selvagem (Figura 3), sendo originario de regifes neotropicais
e é comum em grande parte do territério brasileiro. Tem porte maior que o pato doméstico e
apresenta a coloracdo preta com uma faixa branca na parte de cima das asas, bem visivel,

quando as aves estdo em voo (Clements et al., 2016).

Figura 3 - Pato do mato, Cairina moschata moschata

Fonte: birdier.convspecie/cairina-moschata (2022)

Apresenta o habito alimentar de forrageamento, consumindo raizes, sementes, folhas e
capturando pequenos invertebrados por um processo de filtragem dos seus bicos. No geral,
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apresentam lingua carnosa, olhos com colora¢do marrom a amarelado (Kear, 2005), 0os machos
possuem o bico alargado com saliéncias carnudas e avermelhadas (Ruiz; Labatut, 2006). Sdo
amplamente cagados na natureza, sendo vitimas do desmatamento (Vieira, 2012).

O C. moschata domesticus, também denominado de “muscovy duck” é considerado a
espécie doméstica, sendo originarios de regides do México, da América Central e da América
do Sul. E da ordem Anseriformes e familia Anatidae, onde estdo também incluidos (cisnes,
gansos e marrecos). Sao do género Cairina e da espécie moschata (Ruiz; Labatut, 2006).

Sendo aves aquaticas, possuem dedos dos pés interligados por membranas de forma a
funcionarem como um par de remos. A plumagem é espessa e impermeavel, onde as penas
protegem as aves do frio e evitam que se encharquem gracas a abundante secrecao de substancia
gordurosa produzida pela glandula uropigiana que € cuidadosamente espalhada nas penas com
0 bico, o que também facilita a flutuacdo (Quinalha et al., 2011).

O corpo dos patos € comprido, possuindo peito e dorso largos, com pescogo curvo e
asas grandes. Também € uma caracteristrica fisica tipica, possuirem pernas fortes, e os dedos
com unhas afiadas. Para a reproducao, a cépula deve ser realizada dentro da 4gua e as fémeas
tendem a desovar de 17 a 20 ovos, podendo chegar a 120 ovos/ano, dos quais, a propria fémea
realiza a incubacdo natural (Eiras, 2023).

O dimorfismo sexual é acentuado nessa espécie (Figura 4), com peso médio de 3,8 kg
para machos e 2,2 kg para fémeas (Yakubu et al., 2010; Almeida, 2016). Porém, as fémeas
dessas aves apresentam maior precocidade de crescimento, atingindo peso adulto e deposicédo

ideal de gordura na carcaga mais rapido (Drumond et al., 2013; Almeida, 2016).

Figura 4 - Patos crioulo machos e fémea

Fonte: Maquiné, L.C. (2024)
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2.3 Principais linhagens de patos no Brasil

O pato sempre esteve presente como recurso genético de pequenas propriedades locais.
Essa premissa se deve por ser ave resistente, menos exigente nutricionalmente e apresentando
maior potencial de producéo e elevado peso vivo (Yakubo, 2010).

A Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), em 2010, relatou
que as racas de patos domeésticos representam 11% das racas de patos registradas em todo o
mundo. No Brasil, hd quatro linhagens principais que compdem os plantéis, formadas a partir
de processos de melhoramento genético e selecdo fenotipica, que sdo: paysandu, gigante
alemdo, muscovy e crioulo (Rufino et al., 2017).

Essas aves representam os exemplares que foram melhorados geneticamente em
diversas propriedades e institutos de pesquisas brasileiros, principalmente na regidao Norte do
pais (Gois et al., 2012).

2.4 O pato crioulo

A coloragédo dessa linhagem (Figura 5) varia desde totalmente branca com manchas
preta na cabeca até tons de cinza, desenvolvimento médio de carunculas vermelhas, mais
proeminentes nos machos, conformacgdo média de carcaca e acentuado dimorfismo sexual entre
machos e fémeas, variando de 30 a 40% a mais nos machos em comparagédo ao peso final das
fémeas, ambos com abate aos 90 dias (Rufino et al., 2017).

O pato crioulo é uma ave que teve melhoramento genético em varias propriedades e
centros de pesquisa do Brasil. Dentre as principais caracteristicas estdo: producdo de ovos,
variando entre 75 e 120 ovos por ano; o peso adulto pode chegar a 4 kg em machos e 3 kg em
fémeas; seu corpo € longo, largo e profundo; a cauda é longa e portada horizontalmente; as asas
sdo grandes, longas e fortes e sdo conhecidas quatro variedades em relacdo a cor (Bonilla; Diaz,
1988).

Os patos domésticos e 0s marrecos, geralmente, sdo confundidos (Costa, 2018). A
principal distincdo é a presenca de cardnculas em torno do bico dos patos. Os marrecos sdo

muito menores do que os patos e ndo tém cartnculas (Cunha; Junior, 2009).
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Fonte: Maquiné, L.C. (2024)

O pato crioulo tem potencial mercadologico e deve ser explorado. Podendo ser criado
para producdo de carne, ovos, penas e ornamentacdo (Santos et al., 2011). O conhecimento
técnico sobre manejo e nutricdo dessas aves se restringe aos centros de pesquisa de animais de
produgéo, com isso, poucos séo os produtores em sistema intensivo. Essa falta de conhecimento
fragiliza a cadeia produtiva e diminui a oferta do produto no mercado, fazendo com que o pato,

se torne ave com precgo elevado de comercializagdo (Fernandes, 2017).

2.5 Aspectos importantes da fisiologia das aves

E notdrio que a nutricdo das aves é elemento importante e que deve ser levado em
consideracdo e prioridade, quando se busca a homeostase dos animais. A deficiéncia de
micronutrientes é capaz de afetar os animais negativamente, produzindo danos e desordens
clinica e subclinica, ou apenas problemas fracionais mais leves, porém, que podem prejudicar
a saude e sobrevida da espécie (Bhaskaram, 2001).

A concentracdo de elementos sanguineos sdo as variaveis capazes de mostrar a
capacidade do organismo animal de manter o equilibrio dos processos metabdlicos, parametros
hematoldgicos e bioquimicos, que se tornam indicadores do estado de saude das aves
(Campbell, 2015).

O plasma sanguineo corresponde a 55% do volume total do sangue, sendo composto de
91,5% de agua e desempenha fungdes essenciais ao organismo (McDougal, 2015). As proteinas

plasmaticas, sais e outros componentes, compreendem os 8,5% restante. Os leucécitos sdo
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células suspensas no plasma, em menor quantidade, quando comparadas aos eritrocitos. Nas
aves, as principais células sanguineas sao os eritrocitos, tormbdcitos e leucocitos (Capitelli;
Crosta, 2013).

A analise da bioguimica plasmatica das aves tem sido ferramenta importante para a
avaliacdo da salde animal e a garantia do bem-estar. Para a interpretacao dos resultados dessas
analises, é necessario conhecer e compreender as alteragbes fisioldégicas nos niveis de
substancias quimicas do sangue, permitindo & pesquisa, uma precisa acurdcia nos dados do
estado fisioldgico das aves (Kral; Suchy, 2000).

Da ingestdo do alimento pelas aves, até a excre¢do, a modulacdo dos processos
bioguimicos tende a ser organizada metabolicamente nos trés principais componentes dos
alimentos: carboidratos, proteinas e lipideos (Kaneko et al., 2008). Portanto, o perfil metabdlico
dos individuos pode ser determinado através da medi¢cdo dos produtos obtidos por meios desses
processos (Sarup et al., 2012), e, para a precisdo dos dados, sdo necessarios valores de
referéncia adequados a cada espécie avaliada (Gonzalez; Scheffer, 2003).

Em relag&o a microbiota intestinal, a maioria dos estudos foram executados com frangos
de corte e galinhas poedeiras e, pouco explorados com aves aquaticas, tornando-se necessarios.
Sabe-se que a fisiologia das aves diverge entre espécies, assim como o metabolismo de

nutrientes, demanda energética e longevidade (Khan et al., 2020).

2.6 Microbiota intestinal de aves de producéo

Apesar dos estudos avangados, ainda ndo hd mapeamento completo da microbiota das
aves, levando em consideracédo frangos de corte e galinhas poedeiras. Entretanto o microbioma
central — filo Firmicutes e Proteobacteria — em ambas as linhagens sdo presenga comuns,
variando a populagéo devido a particularidade de cada ave (Ocejo et al., 2019).

O TGI das aves é composto por bico, ingluvio, proventriculo, ventriculo/moela,
intestino delgado e intestino grosso (Yadav; Jha, 2019). As populacdes microbianas presentes
em cada regido sdo distintas, devido as diferentes funcionalidades, morfologia e interacGes
metabolicas (Macari et al., 2014).

O inglavio apresenta pH 4,8 com presenca de BAL sem muita eficiéncia nesse segmento
(Macari et al., 2014). No proventriculo o pH fica entre 2,8 e 4,0 e nesse segmento ocorre
secre¢des enzimaticas e &cidos presentes, tornando-o local ideal para o inicio da atividade
microbiana (Alexandrino et al., 2020). O duodeno fica na porc¢éo inicial do intestino delgado

(Fraga, 2013) com grande variacdo do pH de 6,0 a 6,5 devido a presenga de enzimas gastricas
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e do quimo, além de excrecdo de enzimas pancredticas e dos sais biliares, tendo baixa
diversidade microbiana, mas com predominancia de Lactobacillus (Khan et al., 2020).

O jejuno é o fim do intestino delgado e possui pH mais neutro, entre 6,3 a 7,2 e
abundancia de ceélulas caliciformes com renovacdo constante da camada de muco, esse € 0
segmento mais propicio ao desenvolvimento de microrganismos, ainda assim a predominancia
é de Lactobacillus e enterobactérias (Christofoli et al., 2020). As aves possuem dois cecos que
funcionam como camara de fermentacédo de carboidratos estruturais e, por ser anaerébio, € local
propicio ao desenvolvimento de microrganismos produtores de metabolitos essenciais
(Christofoli et al., 2020; Khan et al., 2020). Nos cecos o pH é em torno de 6,3 e é onde se
encontra a maior diversidade microbiana do TGI, sendo o segmento alvo da maioria dos estudos

de enterobactérias (Feitosa et al., 2020).

2.7 Relagao dos probidticos com o hospedeiro

Probioticos sdo conceituados como microrganismos vivos que induzem efeitos
benéficos em seu hospedeiro quando estes sdo alimentados com a quantidade adequada (Jha et
al., 2020). Sdo considerados uma das melhores alternativas devido a sua grande utilidade,
melhorando a digestao e absor¢édo de nutrientes, consequentemente, aumentando os ganhos no
desempenho das espécies alvo (Coman et al., 2020). Ha evidéncias reais sobre os efeitos
benéficos dos probidticos no desempenho, crescimento, qualidade da carne, na saude Gssea e
na qualidade da casca de ovos, tornando produto eficaz no setor avicola (YYaqoob et al., 2018).

Apresentam-se como culturas de cepas Unicas ou mistas de microrganismos Vivos,
sendo produtores de efeitos benéficos em seu hospedeiro (Arora; Baldi, 2015). Algumas
caracteristicas para que um microrganismo seja bom probiotico sdo: ndo possuir patogenicidade
nem toxicidade, influenciar positivamente o animal hospedeiro, sobreviver no ambiente do TGl
e deve ser vidvel e assim permanecer, sob condi¢des de armazenamento (Angelakis, 2017).

Os microrganismos estabelecem uma relacdo de simbiose com a mucosa intestinal de
seus hospedeiros e, juntos, coexistem no TGl (Okumura; Takeda, 2018). A constituicdo e
proporcao desta comunidade microbiana variam de acordo com as particularidades fisioldgicas
das diversas regides do TGI e podem ser influenciadas por diversos fatores externos e internos
(McFarland, 2021; Popov et al.,, 2021). Assim, 0s microrganismos desempenham papeis
fundamentais na quebra e absor¢do de substancias nutritivas, na manutencdo da estabilidade
celular como uma defesa protetora, com efeitos antioxidantes, antimicrobianos e imunologicos.

Além disso, produzem enzimas, vitaminas e outros nutrientes que frequentemente séo limitados
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nas dietas (Jha et al., 2020; Skonieczna-Zydecka et al., 2020).

A competicdo por nutrientes representa outra forma de interacdo conhecida como
antagonismo ou alimentagdo cruzada, promovendo a estabilidade da microbiota devido a
diversidade de microrganismos (Sanders et al., 2019; McFarland, 2021). Contudo, essa
competicdo por nutrientes se da entre as proprias bactérias intestinais por nutrientes especificos
e ndo entre o hospedeiro e a bactéria (Skonieczna-Zydecka et al., 2020). Em situacOes de
auséncia de nutrientes no limen intestinal, as bactérias indesejaveis podem ser suprimidas,
favorecendo a nutricdo das bactérias probidticas intestinais em detrimento das
enteropatogénicas (Dowarah et al., 2017; Sanders et al., 2019; Krysiak et al., 2021).

Estudos recomendam o isolamento e identificacdo de cepas autdctones como candidatas
a probioticos, uma vez que j& fazem parte da microbiota nativa, o que pode potencializar sua
eficacia (Jha et al., 2020; Popov et al., 2021; Yaqoob et al., 2022; Chowdhury et al., 2023).
Além disso, € indicado o uso de consoércios de cepas, manipulacdes genéticas e a garantia de
que estas proporcionem exclusdo competitiva no TGl e interacdes benéficas com 0s
microrganismos residentes, com essas a¢es fundamentando a escolha da cepa ideal (Gamez;
Argoti, 2017; Skonieczna-Zydecka et al., 2020).

Neste contexto, hd o apontamento que para 0 sucesso de uma cepa microbiana como
probidtico, é essencial realizar testes in vitro (Sosa-Cossio et al., 2020) e subsequentemente in
vivo (Bernardeau et al., 2017), utilizando animais saudaveis e desafiados em diferentes
condicdes de estresse. 1sso permite avaliar se 0s microrganismos benéficos conseguem
colonizar o TGI e influenciar nos indicadores zootécnicos. Diante de resultados configveis,
torna-se possivel compreender a eficacia e o papel desses produtos naturais (Giang et al., 2012;
Dowarah et al., 2017).

Os probidticos tém a capacidade de aumentar a altura das vilosidades e a profundidade
das criptas, contribuindo positivamente para a melhoria da eficiéncia produtiva e a capacidade
de absorcdo de nutrientes, o que reduz as necessidades metabolicas (Rodjan et al., 2018). Aves
em manejo intensivo geralmente ndo possuem o TGI completamente colonizado (Kogut, 2019),
ao contrario das aves de criacdo alternativa, especialmente as aves no sistema caipira, cuja
colonizacdo ocorre através do oviduto das mées e poros das cascas dos ovos (Roto et al., 2016)
e em contato com o meio ambiente (Kers et al., 2018). Os microrganismos presentes no TGl
das aves sdo predominantemente bactérias Gram-positivas, majoritariamente anaerobios
facultativos (Yadav; Jha, 2019), e estdo presentes em quantidades que variam de 107 a 1011

bactérias por grama de contetdo intestinal (Apajalahti et al., 2004).
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Existem varios métodos de administracao de probidtico no setor avicola, 0 mais comum
¢ adiciona-lo na racdo, porém ha outras metodologias como: gavagem, sprays, granulos,
comprimidos, cépsulas ou em p6 (Jiang et al., 2017; Billy et al., 2018). Também podem ser
fornecidos na agua das aves e ou administrados ao embrido em desenvolvimento, usando a
tecnologia de alimentacdo in ovo (Pender et al., 2017; Jha et al., 2020).

Dentre os principais beneficios da utilizacdo de probidticos com cepas de BAL nas
dietas dos animais, estdo a reducé@o do pH intestinal com a ocorréncia de maior absorcéo de
acidos graxos de cadeia curta, promovendo a digestdo de algumas fibras em aves e atuando
como enzimas. Alguns Lactobacillus também sdo capazes de secretar essas enzimas (amilase,
protease e lipase), neutralizando as enterotoxinas e evitando que 0s microrganismos

patogénicos se liguem a superficie da mucosa intestinal (Freitas Neto et al., 2010).

2.8 Mecanismos de acdo dos probioticos

Os beneficios do uso de probidticos se manifestam por meio de suas a¢des no organismo
do animal hospedeiro e variam de acordo com a cepa utilizada. Os avangos nos estudos
moleculares e genéticos tém contribuido para a compreensdo desses efeitos ao elucidar os
mecanismos de acdo. Dada a complexidade da microbiota das aves, € plausivel que os
probidticos atuem por meio de multiplos mecanismos, em vez de apenas um (Yaqoob et al.,
2022). Quando incorporados a dieta das aves, esses probidticos integram a microbiota intestinal,
promovendo o aumento da deposi¢cdo de gordura intramuscular, potencializando a capacidade
oxidante do organismo e modulando horménios endécrinos (Shehata et al., 2022).

A relacdo entre os microrganismos intestinais probidticos e a imunomodulacédo ainda
ndo esta completamente esclarecida (Hemarajata; Versalovic, 2013). Os probi6ticos tém a
capacidade de ativar os macrofagos, aumentando os niveis de anticorpos no TGl e induzindo a
regulacdo do interferon e das células naturais killers (Dowarah et al., 2017). A salde e 0
desempenho dos animais estao intrinsecamente ligados ao intestino e a sua microbiota. Quando
saudaveis, atuam na defesa contra microrganismos patogénicos e sdo mais eficientes na
absorcao de nutrientes (Yagoob et al., 2022). Os probidticos séo frequentemente utilizados para
regular a microbiota intestinal (Khalique et al., 2020).

O mecanismo de exclusdo competitiva € a ocupacdo fisica dos sitios de adesdo no
epitélio intestinal, evitando assim a formacgédo de coldnias de bactérias patogénicas (Didari et
al., 2014; Skonieczna-Zydecka et al., 2020; Krysiak et al., 2021; Popov et al., 2021). Este

processo ocorre especificamente nas vilosidades intestinais e nas criptas, e consequentemente,
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promove a sintese e excre¢do de mucinas pelas células caliciformes, inibindo a aderéncia de
enterobactérias patogénicas (Chichlowski et al., 2007; Jeni et al., 2021; Chowdhury et al.,
2023). A competicdo por nutrientes ocorre devido a presenga das bactérias probioticas no
intestino, que utilizam os nutrientes dietéticos presentes no limen, principalmente aqueles
degradados por enzimas digestivas normais dos animais ou adicionados a racdo (Sakomura;
Rostagno, 2016). Isso reduz a disponibilidade desses nutrientes para as bactérias patogénicas
(Bajaj et al., 2015).

Parametros histomorfologicos sdo positivamente influenciados pela acdo dos
probidticos, mas sua eficicia pode variar de acordo com a cepa ingerida. O comprimento das
vilosidades e a profundidade das criptas, com maiores alturas das vilosidades, estdo diretamente
relacionados a maior capacidade de absorc¢ao de nutrientes (Didari et al., 2014; Arora; Baldi,
2015; Dowarah et al., 2017). Além disso, a concentracdo de células caliciformes nas vilosidades
reduz significativamente as chances de aderéncia de bactérias patogénicas (Shroyer; Kocoshis,
2011; Skonieczna-Zydecka et al., 2020). Em geral, os probidticos apresentam quatro
mecanismos basicos de acdo: interacdo direta com o microbioma intestinal, fortalecimento da
barreira do epitélio intestinal, modulacdo do sistema imunoldgico e producdo de
neurotransmissores (Sanders et al., 2019; Jha et al., 2020; Jeni et al., 2021).

Os probidticos possuem mecanismos de acao distintos, que conferem variavel eficacia
protetora. Nesse contexto, a maioria dos produtos comerciais utilizam mix de cepas probioticas
para que possam alcancar diferentes lugares e agir de diferentes modos, criando efeito sinérgico
benéfico ao animal (Ribeiro et al., 2021).

A inibicdo de patdgenos pela producdo de substancias antibacterianas, a inibicdo
competitiva pelo bloqueio de adesdo de bactérias patogénicas aos locais de adesdo, a modulagao
das respostas imune do hospedeiro e a regeneracdo da mucosa intestinal estdo entre os principais
mecanismos de acdo dos probioticos (Alagawany et al., 2018).

Atuam também estimulando a producdo de anticorpos, aumentando a atividade dos
macrofagos e células de killer, estimulando a fungdo da barreira e produgdo de muco, motilidade
intestinal, bem como baixar o pH para facilitar a absorcdo de proteinas e minerais
(Raghuwanshi et al., 2015).

Quando os probioticos sdo fornecidos as aves rotineiramente, eles podem proporcionar
uma correlacdo positiva com relagéo a eficiéncia dos alimentos, proporcionando melhorias nos
indices econébmicos de producdo, aproveitamento de nutrientes e reducdo da colonizacdo

intestinal por microrganismos indesejaveis (Aguihe et al., 2017).
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J& se sabe que os probidticos promovem acdo antibacteriana no TGI das aves. As
bacteriocinas sao responsaveis por tal fato, favorecendo o processo de exclusdo competitiva e
o0s &cidos organicos e peroxidos de hidrogénio apresentam capacidade de alterar o pH do meio,
ndo permitindo o estabelecimento de cepas nocivas no intestino (Choudhari et al., 2009).

Dessa forma as cepas probidticas modulam as respostas imune sistémicas, aumentando
a quantidade de células fagociticas no hospedeiro, com isso 0 TGl consegue fazer a captacdo
de antigenos que estimulam as células B (precursoras de IgA) e as células T (colaboradoras das

placas de Peyer), melhorando a imunidade geral e especifica das aves (Eckert et al., 2010).

2.9 Selecao de microrganismos probi6ticos ideais

Os microrganismos acido lacticos, que incluem variedades dos tipos Lactobacillus,
Streptococcus, Pediococcus, Enterococcus e Weissella, sdo frequentemente utilizados como
bactérias probidticas na criacdo de aves (Hernandez-Patlan et al., 2020). A escolha dos
probidticos é um processo complexo e deve sempre levar em consideracao cepas provenientes
da mesma espécie hospedeira, visto que estas possuem maior capacidade de sobrevivéncia e
colonizacdo no sistema gastrointestinal, resultando em beneficios significativos para o
hospedeiro.

A identificacédo e selecdo de microrganismos com potencial probiético é realizada em
estudos in vitro. As bactérias podem ser coletadas da traqueia, das porc¢des do intestino, colon,
cecos da espécie hospedeira, geralmente o ambiente intestinal natural € a fonte mais adequada,
para que se promova um sistema saudavel ao desenvolvimento dessas cepas e que estas tenham
a maior chance de sobrevivéncia e reproducéo (Nguyen et al., 2015).

As bactérias devem ser adaptaveis ao seu ambiente, seja rico ou pobre em nutrientes e
o0 pH ira afetar o desenvolvimento destas e deve ser um fator que terd grande importancia na
triagem das cepas nas analises in vitro (Fontana et al., 2013). Durante os testes as bactérias
devem ser incubadas em meios com pH variando de 2,0 a 4,0 para determinacdo de sua
susceptibilidade a bile, com incubagdo de até trés horas, 0 mesmo procedimento deve ser
aplicado para testes de tolerancia a pH baixo 1,0 a 3,0. Os sais biliares auxiliam na digestdo e
tem efeito no equilibrio da microbiota intestinal (Tolouei et al., 2017).

Além de resistir aos aspectos acima, as cepas devem desencadear o deslocamento de
patdgenos, através da exclusdo competitiva (Jha et al., 2020), inibir o crescimento de cepas
patogénicas produzindo substancias antimicrobianas e modular o sistema imunologico
(Harimurti; Hadisaputro, 2015).
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Para aumentar a colonizacao é sugerido fornecer quantidade apropriada de probidticos
assegurando concentracdo celular minima viavel de 1 x 106 unidades formadoras de coldnias
(UFC) por grama de suplemento (Ramlucken et al., 2021). Para obter maior eficacia e maior
presenca de bactérias benéficas, os niveis de suplementacao podem ser elevados para uma faixa
de 1 x 108 a 1 x 10° UFC/g (Patterson; Burkholder, 2003). Diversos estudos apontam que a
administracdo de probiodticos pela agua potavel é mais eficiente do que adiciona-los na
alimentagdo (Eckert et al., 2010; Blajman et al., 2014). Essa eficicia pode ser atribuida a
passagem acelerada de probidticos pelo trato digestivo superior quando administrados pela

agua, reduzindo a exposicdo a niveis de pH acido e sais biliares (Karimi Torshizi et al., 2010).

2.10 Respostas do uso de probioticos sobre o desempenho produtivo e

rendimento de carcaga de aves de producéo

Com o intuito de potencializar o consumo de racdo das aves e a retengdo de nutrientes
das dietas, sdo fornecidos os probioticos como aditivos (Ghareeb et al., 2012), dos quais boa
parcela ja provou ser benéfica, promovendo impactos positivos na morfologia do TGI das aves,
nas populacbes de microrganismos, na absorcdo de nutrientes a nivel luminal, na funcéo de
barreira e nas respostas imunoldgicas desses animais de producéo (He et al., 2019; Wu et al.,
2019). O principal objetivo do fornecimento de probidticos para aves € melhorar o desempenho
produtivo, principalmente em indices como consumo de ragdo, ganho de peso, conversao
alimentar, producao de ovos, massa de ovo, além do estado de salide geral das aves, preservando
seu bem-estar, o que reduz as taxas de mortalidade e o estresse dietético em situacdes de
mudancas de dieta (Yazhini et al., 2018; Vase-Khavari et al., 2019).

Ha dados consolidados sobre o0 uso de probidticos em aves de corte e postura, afetando
positivamente principalmente os seguintes parametros: bioquimica plasmatica do sangue,
composicdo hematoldgica, estimulacdo de 6rgdos hematopoiéticos, dindmica do peso vivo,
composi¢cdo quantitativa e qualitativa da microbiota, nivel de estresse oxidativo, qualidade do
esperma e fungdes de barreira intestinal (Jha et al., 2020; Jeni et al., 2021; Popov et al., 2021,
Yaqoob; Wang; Wang, 2022). Ampla gama de estudos ja foi realizada com probioticos na dieta
de aves de producgdo para avaliar os impactos desses aditivos sobre o crescimento e a salde
desses animais, especialmente em condicdes de estresse (Bahule; Silva, 2021; Jeni et al., 2021;
Krysiak et al., 2021; Popov et al., 2021; Yaqoob et al., 2022; Chowdhury et al., 2023).

Atualmente, ndo existe padrdo estabelecido para ensaios com probidticos em aves,

especialmente em relacdo a definicdo dos parametros de desempenho zootécnico. A maioria
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dos experimentos in vivo ocorre em randomizacao as cegas e controle, e os dados sdo analisados
com testes estatisticos apropriados para cada estudo (Popov, 2021; Yaqoob et al., 2022).
Existem diferentes formas de aplicacdo de probidticos em aves, e essas vias podem influenciar
na eficacia desses aditivos, dependendo se serdo utilizadas uma ou varias cepas em consorcio
(Jeni et al., 2021; Krysiak et al., 2021; Yaqoob et al., 2022; Chowdhury et al., 2023).

Cada microrganismo oferece vantagens metabdlicas distintas, razao pela qual muitos
produtos utilizam multiplas cepas em suas formula¢Ges, compostas por mais de uma cepa
bacteriana com diferentes modos de agdo, promovendo sinergia e proporcionando ampla
cobertura (Jha et al., 2020). No entanto, a escolha da cepa adequada pode resultar no impacto
mais significativo, e ndo apenas no nimero de cepas especificas utilizadas em cada ensaio
(McFarland, 2021). A suplementacdo de frangos de corte com probidticos, especificamente
BAL, contribui significativamente para a reducdo dos niveis de colesterol na carne das aves,
conforme demonstrado por Majeed et al. (2019) em pesquisas que testaram a eficacia de B.
coagulans, obtendo resultados positivos para a reducdo do colesterol e do malondialdeido na
carne das aves alvo.

O uso de probidticos na avicultura tem se mostrado como a metodologia mais eficaz de
controle microbiano e com baixos prejuizos ao meio ambiente (Hejdysz et al., 2012). O
prospecto na producéo avicola € positivo tendo muitas vantagens e poucas desvantagens.

Os probioticos podem realmente influenciar na melhoria da carne e de ovos das aves, 0
que é benéfico, levando em consideracdo que a demanda de carne e ovos continua em
crescimento. Os consumidores esperam que a avicultura ofereca produtos com seguranca, sendo
esses aditivos excelentes alternativas para aumentar a qualidade dos produtos e melhorar a
produtividade dos animais (Hussein et al., 2020).

E muito importante na avaliagdo da eficacia de um probidtico, analisar o intestino das
aves. Estudos demonstram que os probidticos melhoram a qualidade do intestino, aumentando
as criptas, o comprimento, densidade das vilosidades intestinais. Estes sdo efeitos desejaveis,
pois favorecem a absor¢édo de nutrientes permitindo a coloniza¢ao adequada por bactérias, além
de aumento da massa dos cecos (Cean et al., 2015).

Probidticos também afetam positivamente a carcaca de frangos de corte, aumentando o
peso geral com reducdo da gordura abdominal e esse fator foi observado em ambos 0s sexos,
iSO representa aspecto econdmico importante. A presenca do probidtico como aditivo no
alimento ou agua das aves resultaram ndo s6 em maior absorcdo de nutrientes, como
aminoacidos necessarios para a formacao dos tecidos melhorando também o contetdo de

proteina da carne da coxa e do peito (Hidayat et al., 2016).
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Pode existir correlacdo direta com o uso de probi6ticos in vitro e in vivo. Em estudos
realizados por Popova (2017) os aditivos probidticos foram testados em modelos in vitro
mostrando reducdo do numero de patégenos, 0s mesmos aditivos foram testados in vivo e 0s
resultados também foram satisfatérios. Os probio6ticos reduzem a quantidade de nitrogénio e
fosforo excretada pelos animais favorecem a melhora da absor¢do de nutrientes, além disso
esses microrganismos também sdo responsaveis pela inducédo da degradacao de proteinas em
nitrogénio, diminuindo a quantidade nas fezes, atuando como minimizador de danos ao meio
ambiente (Xiang et al., 2019).

Os galinaceos, assim como outras aves, possuem comunidade diversificada de
microrganismos em seu TGIl. Os modos de acdo dessa comunidade, que juntos formam a
microbiota intestinal, sdo complexos e ainda ndo completamente compreendidos (He et al.,
2019; Akinyemi et al., 2020; Dong et al., 2024). Este complexo de microrganismos entéricos é
composto por agentes que desempenham funcdo crucial na manutencdo da saude intestinal das
aves através de mecanismos de modulacéo e funcdes fisioldgicas que promovem a homeostase
no TGI (Hemarajata; Versalovic, 2013; Carrasco et al., 2019; Jeni et al., 2021; Mcfarland,
2021).

Os probidticos podem ser fornecidos as aves de varias formas, seja por meio da racéo
ou da &gua, utilizando técnicas de inoculagdo que promovem positivamente a saude do
hospedeiro ao melhorar o equilibrio da microbiota intestinal natural (Chichlowski et al., 2007;
Didari et al., 2014; Krysiak et al., 2021). Naturalmente, o desenvolvimento da microbiota
intestinal em pintos comeca no incubatério, antes mesmo da ingestdo de qualquer tipo de
alimento (Abdel-Moneim et al., 2020). Aves alimentadas com probioticos apresentam melhoria
na qualidade de sua carne ou de seus OvOSs, pois a0 incorporarem €esses Microrganismos,
conseguem inibir patdgenos e proporcionar beneficios a satde do consumidor final (Jeni et al.,
2021; Krysiak et al., 2021; Yaqoob et al., 2022; Chowdhury et al., 2023; Dong et al., 2024).

Desta forma, é reconhecido que a principal finalidade da inclusdo de probidticos nas
racdes dos galinaceos é otimizar e potencializar seu desempenho, enquanto simultaneamente
reduzem o risco de contaminacdo e infeccdo por patdgenos (Du et al., 2019). Varios
pesquisadores indicam que o uso dessas cepas como aditivos dietéticos possui grande potencial
para aprimorar a qualidade das aves (Jeni et al., 2021; Popov et al., 2021; Biswas et al., 2023;
Chowdhury et al., 2023).

Estudo conduzido com duas espécies de Bifidobacterium inoculadas in ovo por El-
Monein et al. (2020), diretamente no saco vitelinico no 17° dia de incubagdo, demonstraram

gue as aves nascidas apresentavam peso superior em compara¢do com ovos hao inoculados,
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com os autores relatando melhoria no ganho de peso corporal, na taxa de conversédo alimentar,
nos parametros hematoldgicos e na altura das vilosidades das aves em desempenho posterior
dos frangos.

Ja em estudo conduzido por Rigobelo, Maluta e Avila (2011) avaliando o uso de cepas
de Lactobacillus acidophilus, Streptococcus faecium e Bifidobacterium bifidum como
probidticos em estratégia para substituir promotores de crescimento em dietas de frangos de
corte, verificaram que o0 grupo que recebeu os probidticos apresentou menor consumo de ragao
e melhor conversdo alimentar, concluindo que os probidticos utilizados na pesquisa podem ser
opcao estratégica para substituir os promotores de crescimento em aves de corte.

Yu et al. (2019) relataram também que as Enterococcus faecium, que sdo BAL Gram-
positivas, podem ser utilizadas como probi6ticos para melhorar o desempenho produtivo de
frangos, afirmando que essas bactérias sdo responsaveis pela secrecdo de acidos organicos e
outros metabdlitos no TGI.

Os efeitos benéficos da presenca de E. faecium no organismo das aves podem estar
relacionados a sua acdo sobre a integridade e o sistema imunoldgico intestinal, especificamente
a imunidade humoral, com esta bactéria tendo potencial de melhorar o desempenho produtivo,
e potencializando a sua resposta imune das aves imune e formando barreira contra
microrganismos patogénicos (Jahromi et al., 2015; Huang et al., 2018). Outros estudos
indicaram ainda que aves suplementadas com E. faecium apresentaram melhoria na qualidade
da carne do musculo das coxas, aumento do teor de lisina monofosfato nos musculos do peito
e coxa, e aumento da capacidade oxidante no musculo de frangos de corte (Yu et al., 2019; Jeni
et al., 2021; Krysiak et al., 2021; Yaqoob et al., 2022; Chowdhury et al., 2023; Dong et al.,
2024).

O uso de B. subtilis na dieta de frangos de corte afetou positivamente o ganho de peso
das aves aos 21 dias de vida e a composi¢cdo da microbiota intestinal apresentou reducéo de
bactérias indesejaveis nos seus TGI (Hernandez-Patlan et al., 2019). Observou-se ainda que
trés doses do probiodtico Floramax - a base de Lactobacillus frente ao desafio de Escherichia
Coli Patogénica Aviaria (APEC) em frangos de corte, evitou perdas produtivas induzidas por
APEC, além do probidtico testado proporcionar melhores resultados no desempenho produtivo
dos frangos de corte (Matté et al., 2023).
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2.11 Integridade intestinal e par@metros sanguineos em aves de producao

Para haver bom desempenho produtivo é necesséria boa saude intestinal de modo, que
sejam fornecidas dietas de boa qualidade e ambiente adequado a criacdo (Oliveira et al., 2017).
Nos ultimos anos, inimeros estudos foram realizados visandoa identificacdo e composigdo da
microbiota intestinal de aves de producéo e as alteragcdes causadas pelas praticas de manejo em
que as aves sdo criadas (Lunedo; Pedroso, 2017).

A maior parte dos microrganismos das aves residem no intestino com densidades
aproximadas de 10! a 1012 células/g sendo considerada a mais alta concentragéo registrada para
qualquer habitat microbiano (Shang et al., 2018), sendo mais abundantes e evidentes nos cecos
(Yeoman et al., 2012).

Aves com microbiota ndo estabelecida apresentam menor comprimento de vilos e
profundidade de criptas intestinais o que pode estar diretamente relacionado com a absor¢éo e
aproveitamento de nutrientes e na atividade da satde da mucosa intestinal (Yu, 2013). Dessa
forma, a colonizacdo inicial do intestino das aves por bactérias que promovam o equilibrio da
microbiota aumenta as chances de protecdo quando estas ficam expostas a situa¢Oes de desafio
(Silva, 2016).

Considerando que os parametros bioquimicos sdo importantes indicadores da salde
animal e do estado fisiologico em que as aves se encontram, quanto ao funcionamento dos
orgdos, adaptacdo do animal diante de desafios e patologias (Faria et al., 2021); a constituicdo
do sangue tem relagéo direta com a nutri¢do das aves e influenciam na composigéo do plasma,
tendo correlacdo no desempenho zootécnico das aves (Junior et al., 2010). Os parametros
sanguineos refletem a situacdo metabdlica da ave, adaptacdo do animal a novos ambientes,
desequilibrio metabolico ou de origem nutricional, entretanto, sdo necessarios valores de
referéncia para cada espécie (Gonzalez; Scheffer, 2003), sendo imprescindivel o
estabelecimento desses parametros e valores de referéncias para patos crioulo.

Resultados de pesquisas com frango de corte realizados por Aguihe et al. (2017)
mostraram efeito positivo com o uso de Lactobacillus e de Saccharomyces sobre a concentracéo
de hemoglobina corpuscular média e volume corpuscular médio. Assim, o uso de probidticos é
indicado para melhorar a imunidade das aves, aumentando a producdo de anticorpos e
estimulando a imunidade inata (Ohimain; Ofongo, 2012).

As proteinas sdo responsaveis por manter o volume sanguineo por meio da osmose

coloidal, tem participacdo na manutencdo do pH do sangue, transporte de substancias como
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lipideos e horménios, catalisacdo de reacGes quimicas e producdo de anticorpos para defesa do
organismo (Melillo, 2013).

2.12 Efeitos benéficos dos probiodticos em aves aquaticas

Os sistemas de criacdo de aves, de corte principalmente, evoluiram para maior producao
de carne por area e em menor tempo (Névoa et al., 2012). Aves aquaticas, como 0s patos, sao
comercializadas em todo o mundo. A producdo global dessas aves esta em constante
crescimento, aumentando de 2,9 milhdes de toneladas em 2000 para cerca de 4,4 milhdes de
toneladas em 2013, crescimento de 3,2% ao ano (Evans, 2015). No Brasil a producgéo foi de
4.725 toneladas em 2023, sendo Santa Catarina o0 maior produtor e exportador com 99,60% do
total produzido no pais (ABPA, 2024).

Para produzir animais de qualidade a avicultura busca constantemente maneiras
eficientes, por meio de adequados ajustes nutricionais, a exploracdo do potencial genético das
aves através da correta formulacdo de dietas e a utilizacdo de aditivos (Bryden et al., 2021;
Chowdhury et al., 2023). Os estudos acerca dos impactos potenciais dos probioticos sobre o
desempenho produtivo de aves aquaticas ainda sdo escassos na literatura, apresentando poucas
informacgdes frente a riqueza encontrada para outros géneros de aves domésticas, especialmente
os galinaceos. Porém, os resultados ja encontrados até aqui representam importante avanco para
esse segmento da avicultura.

Uma dieta com 14% de Proteina Bruta (PB) com adicéo de probidtico foi aplicada em
marrecos de pequim e melhorou o desempenho dessas aves, influenciando positivamente a
contagem de células calciformes e profundidade de cripta, com aumento do percentual de
rendimento de carcaca (Ahmed, 2021). A substituicdo do antibi6tico amoxilina por probidticos
a base de Lactobacillus sp. e Saccharomyces sp., possibilitou que a producdo de ovos em
marrecos de pequim melhorasse no grupo que recebeu probiéticos, além de outros efeitos
benéficos sobre o desempenho produtivo, desse modo, os probidticos podem substituir os
antibioticos em ragdes para marrecos (Suswoyo et al., 2021).

A avaliacdo do efeito dos probioticos a base de B. subitilis e B. licheniformis 6,0 x 108
UFC/g na composicao da microbiota intestinal e no metaboloma de marrecos Shaoxing, com
dieta basal de 0,15% de probioticos nas ra¢des durante 85 dias demonstrou que a suplementacao
com probidticos melhorou a saude cecal das aves através de alteragdes na microbiota e no
metaboloma (Sun et al., 2021).
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A investigacdo do efeito da alimentagdo com uma preparacdo probidtica comercial
(Proact) constituida de B. subtilis 1,75 x 1012 UFC/g e B. lichenifomis 1,75 x 1012 UFC/g como
suplemento sobre o desempenho produtivo, rendimentos de carcaca, parametros sanguineos e
morfologia intestinal de patos, com os tratamentos consistindo de sete niveis (0,25, 0,50, 0,75,
1,00, 1,25, 1,50 e 1,75 g/kg de dieta) de suplementacdo de probidticos na racdo das aves por
um periodo de 70 dias de criacdo, resultou que a suplementacdo com 0,75 g/kg de dieta
aumentou significativamente a glicose sérica e as enzimas hepaticas e diminuiu a creatina, o
colesterol e os triglicerideos sanguineos dos patos. Além disso, a suplementacdo com esse nivel
de probidtico teve influéncia sobre as vilosidades, largura das vilosidades e a relacdo altura das
vilosidades, além de melhorar o desempenho produtivo e os rendimentos de carcaca (Abou-
Elnaga et al., 2018).

O potencial probidtico de L. casei, L. lactis e Bifidobacterium spp., associados a extrato
de Moringa oleifera na dieta de patos indonésios, obtiveram resultados positivos sobre o ganho
de peso na concentracdo de 1,2 x 10° de probidticos (Lokapirnasari et al., 2022). Além disso,
um consorcio de BAL compostas por L. plantarum, L. bulgaricus, L. acidophilus, L.
rhamnosus, B. bifidum, S. thermophilus, E. faecium, Aspergillus oryzae e Candida pintolopesii
(Pourakbari et al., 2016) e Yosi et al. (2020) também obtiveram maior peso vivo de marrecos
Pegagan, afetados positivamente pelos tratamentos que receberam BAL como probidticos, de
acordo com o nivel de concentragdo, ocorrendo efeito notavel quando estas aves receberam 107
UFC/mL.

Tratando de diferentes formas de fornecer esses probidticos paras as aves aquaticas,
Ardiansah et al. (2020) realizando pesquisa com marrecos para avaliar o efeito da
suplementacéo dietética de probiotico L. fermentum, L. acidophilus e Bacillus spp. em p6 ou
encapsulado sobre a carcaca relativa, o peso das visceras e a morfometria intestinal dessas aves,
relataram melhor desempenho produtivo nas aves que receberam o probiotico encapsulado em
relacdo aquelas tratadas com o probidtico em pd. Além disso, 0s mesmos autores evidenciaram
resultados semelhantes para carcaca relativa, peso das visceras e morfometria intestinal usando
niveis de 0,2 e 0,4% de probidtico encapsulado.

Xie et al. (2015) estudando o mapeamento de estirpes bacterianas intestinais dos
proprios patos que pudessem apresentar potenciais probioticos sobre a alteracdo da expressao
génica do fator de adesdo, descreveram que a microbiota intestinal natural dessas aves é uma
excelente fonte de bactérias que podem ser selecionadas como cepas probidticas a serem
utilizadas tanto na producdo de aves aquaticas como também para outras espécies de aves

domésticas).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Isolar e identificar bactérias acido lacticas autdctones do trato gastrointestinal de patos

crioulo e avaliar o potencial probiotico in vitro e in vivo.

3.2 Objetivos especificos

Realizar a identificacdo molecular de bactérias acido laticas isoladas do trato
gastrointestinal de patos crioulo;

Avaliar o potencial probiotico, a partir da realizacdo de testes de sensibilidade a
antimicrobianos, teste de tolerancia a sais biliares e determinacdo da capacidade antagonista
contra Salmonella Typhimurium e Escherichia coli;

Avaliar o desempenho zootécnico e o0s parametros sanguineos de patos crioulo
inoculados via gavagem com bactérias acido lacticas isoladas e identificadas, do trato
gastrointestinal da espécie alvo;

Avaliar o rendimento de carcaca de patos crioulo inoculados via gavagem com bactérias

acido lacticas isoladas e identificadas, do trato gastrointestinal da espécie alvo.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Avalicéo do potencial probidtico in vitro

4.1.1 Obtencao das amostras, isolamento e preservacgéo

A avaliacdo do potencial in vitro foi realizada no Laboratorio de Principios Bioativos
de Origem Microbiana da Faculdade Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Amazonas,
com a aprovacdo da Comssdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFAM (Certificado n°
003/2021 e atualizado pela mesma Comissdo em 02/10/2023).

As amostras foram coletadas do TGI (duodeno, jejuno, ileo e cecos) de 12 patos
domésticos adultos saudaveis, provenientes de criadores locais da cidade de Manaus - AM. As
aves foram abatidas por técnicas apropriadas para a espécie (BRASIL/MCTI, 2013), em
conformidade com a Resolucdo Normativa n® 37 de 15 de fevereiro de 2018 do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e os segmentos, identificados e
coletados, abertos com bisturi esterilizado, procedendo-se as coletas de + 1 g do contetdo com
0 auxilio de espatula esterilizada acessando o epitélio dos segmentos, e adicionados em tampao
salina fosfato (PBS, pH 7,2) e diluigdes seriadas até 10-°. Das diluicbes 10 e 10-> foram
retirados 100 pL e realizados plaqueamentos em placas de Petri com dgar MRS (Man-Rogosa-
Sharpe) (Merck, Alemanha) incubadas a 37 °C por 24 h até o surgimento das unidades
formadoras de colonias - UFC (Karimi Torshizi et al., 2008).

Um total de 300 isolados individuais foram selecionados e repicados para placas de Petri
com agar MRS, incubados a 37 °C por 24 h. Apenas as bactérias Gram-positivas e catalase
negativas, foram subcultivadas para obtengdo de isolados puros. As bactérias isoladas foram
inoculadas em tubos plasticos esterilizados contendo 5 mL de caldo MRS, mantidos em
incubadora de agitacédo orbital a 150 rpm (Garcia et al., 2015) por 24 h a 37 °C, em seguida
criopreservadas em duplicata, em glicerol 20% a -20 °C.

4.1.2 Caracterizacdo morfofisiologica

A coloracdo de Gram e o teste de catalase, foram utilizados como triagem inicial para
BAL (Hwanhlem et al., 2014), tais como os testes citados, outros critérios foram realizados
para a determinacdo de propriedades probidticas das cepas isoladas, como a resisténcia a baixo
pH, tolerancia a diferentes concentragfes de sais biliares, diferentes concentra¢des de NaCl e

atividade antimicrobiana, além de analise de otimizacao da temperatura de incubacédo das cepas,
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para testar a capacidade dos isolados de crescer em temperaturas de até 45 °C (Bokhari et al.,
2017).

Apos a técnica utilizada para coloragdo de Gram (Tortora et al., 2012), procedeu-se o
teste de catalase (Otero; Ocafia; Nader-Macias, 2004), das quais as consideradas positivas foram

descartadas e as negativas seguiram no estudo com os testes propostos (Quinn et al., 2005).

4.1.3 Crescimento em diferentes concentracdes de NaCl

O efeito do NaCl na pressdao osmotica foi avaliado de acordo com Kobierecka et al.
(2017). Os isolados foram cultivados em caldo MRS a 37 °C durante a noite e apds completarem
24 h de incubacdo, foram subcultivados (1% v/v) em tubos de ensaio com 2 mL de caldo MRS
fresco, ajustado nas diferentes concentragGes de NaCl (2, 4 e 6,5%) e, inoculados com 1% (v/v)
das cepas para observacdo apds 24 h de incubacdo a 37 °C, por inspecdo visual da turbidez,
sendo o resultado: crescimento (+) ou nenhum crescimento (-) em relacdo ao controle (sem
NaCl).

4.1.4 Tolerancia a condicdes de pH &cido

A capacidade das BAL de sobreviver em pH baixo variando de 1 a 3 por até trés horas,
é um pré-requisito crucial para sua atividade como probiético (Shokryazdan et al., 2014). A
metodologia proposta por Yu et al. (2013) e Bokhari et al. (2017) foram utilizadas, com ajustes.
Os isolados foram reativados em caldo MRS a 37 °C (Garcia et al., 2015) e permaneceram em
incubadora orbital shacker durante a noite a 150 rpm, posteriormente foram subcultivados (1%
v/v) em caldo MRS fresco ajustados com HCI (3,0 M) para pH 2,0, 3,0 e 6,5 (controle) e
incubados por trés horas a 37 °C em triplicata, em estufa bacterioldgica. Amostras de 200 pL
de cada cultura, foram analisadas antes e depois da incubacdo em leitor de microplacas
(CHAMALEON PLATE) a densidade optica (OD) definida na absorbancia de A = 595 nm
(Vieira et al., 2013). A taxa de sobrevivéncia (%) e tolerancia de cada cepa bacteriana aos
diferentes pHs foi determinada com a reducéo do percentual de absorbancia em relacdo ao meio
de cultivo com pH 6,5 e 0 aumento da biomassa calculado como: [(OD final - inicial OD)/OD
inicial] x 100%.
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4.15 Teste de tolerancia a sais biliares

Para a realizacdo do teste de tolerancia aos sais biliares foi seguida a metodologia
descrita por Bokhari et al. (2017) e Todorov et al. (2012), modificada por Rajoka et al. (2018)
e realizada com base na concentracéo intestinal de bile de 0,3% no trato intestinal de aves de
producdo (Bokhari et al., 2017) e pelo tempo de permanéncia do alimento no intestino delgado
de aves de producéo, que é de trés horas, sendo esse o principal critério de selecdo de cepas. Ao
passo em que ocorreu o isolamento, a bile também foi coletada dos patos com o auxilio de
seringa esterilizada (variando de 0,3 a 0,5 mL de cada ave) da vesicula biliar e acondicionada
em placa de Petri para secagem em estufa e armazenagem em tubos plasticos de 50 mL
esterilizados e protegidos da luz para, posterior uso.

Ap0s a reativacdo das cepas, foram inoculados (1% v/v) em tubos de ensaio contendo
caldo MRS isentos de bile, como teste controle e, em concentragdes de 0,3; 0,5 e 1% (1% v/v)
e incubados durante trés horas a 37 °C (Garcia et al., 2015) em triplicata. Da mesma forma que
foi calculado para pH, procedeu-se os testes com bile, onde 200 puL foram analisados antes e
depois da incubacdo em leitor de microplacas (CHAMALEON PLATE) a densidade Optica
(OD) definida na absorbancia de A = 595 nm (Vieira et al., 2013). A taxa de sobrevivéncia (%)
e tolerancia de cada cepa bacteriana as diferentes concentragdes de bile, foi determinada pela
formula [(OD final - inicial OD)/OD inicial] x 100%, como reducéo percentual da absorbancia
em relacdo ao meio de crescimento sem adicdo de bile. Foram consideradas resistentes as cepas
que apresentaram taxa de sobrevivéncia de > 50%, na concentragdo de 1%, portanto séo

bactérias acido laticas com alto potencial probiotico (Tuyarum et al., 2021).

4.1.6 Atividade inibitéria contra diferentes patdgenos

As BAL foram testadas contra Salmonella Typhimurium e E. coli ATCC 25922
proveniente da colecdo do Laboratério de Principios Bioativos de Origem Microbiana,
FCA/UFAM, Manaus-AM, pelo teste de dupla camada (Spot on the Lawn Test), de acordo com
a metodologia proposta por Okamoto et al. (2018), com adaptacdes.

As cepas probioticas previamente cultivadas em caldo MRS a 37 °C foram inoculadas
por meio da inoculagédo pontual (5 uL) em placa de Petri com agar Mieller-Hinton e incubadas
por 24 h a 37 °C em estufa bacterioldgica. O in6culo das bactérias indicadoras, previamente
cultivadas em caldo BHI a 37 °C por 24 h, foi ajustado em espectrofotdmetro para 1,5 x 108

com solucdo de NaCl 0,85% e aliquotas de 300 pL foram transferidas para tubos de ensaio
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contendo 30 mL de &gar BHI semisolido (0,75%), homogeneizados e vertidos separadamente
sobre as placas contendo as cepas probiéticas, onde ap6s a solidificacdo, as placas foram
novamente incubadas a 37 °C por 24 h. A formacdo de zonas translucidas ao redor das cepas
probidticas foi o indicativo de antibiose, sendo entdo mensurados os halos com auxilio de

paquimetro digital. Zonas de inibi¢do > 6 mm foram consideradas resultado positivo (Xie et al.,
2015).

4.1.7 Avaliacdo de seguranca dos probidticos. Deteccao de resisténcia antimicrobiana

Os isolados de BAL foram testados quanto a resisténcia a antibioticos pelo método de
difusdo em disco com adaptacdes, de acordo com Domingos-Lopes et al. (2017). Inicialmente,
as cepas foram reativadas em caldo MRS e, incubadas por 24 h a 37 °C em estufa com agitacéo
orbital a 150 rpm.

Em placas de Petri, com dimensdes de 120 mm, contendo agar Meller-Hinton, as cepas
reativadas, foram semeadas por estriamento em trés planos, com o auxilio de swabe estéril, que
foi imerso nos tubos de suspensdo bacteriana e teve o excesso do indculo eliminado, por
compressdo do suabe na parede do tubo. Esse processo foi possivel quando a turvacdo do
inéculo bacteriano ficou equivalente a 0,5 na escala de McFarland (1 x 108 UFC/mL) com
solucdo de NaCl 0,85%, tendo sido realizado o espalhamento em toda superficie do agar de
para obtencao de crescimento uniforme. O tempo de aguardo para absor¢éo do inéculo no agar
foi de 5 min, quando se procedeu a aplicacdo dos discos de antimicrobianos, com auxilio de
pinga esterilizada e leve presséo para fixagdo dos discos.

Discos de antibioticos CECON® foram usados para testar a resisténcia dos isolados,
sendo eles: ampicilina (10 ug), ciprofloxacina (5 pg), clindamicina (2 ug), cloranfenicol (30
Kg), eritromicina (15 pg), estreptomicina (10 pg), gentamicina (10 ug), penicilina (10 pg),
tetraciclina (30 pg) e vancomicina (30 pg). Apods a incubacdo de 24 h das cepas, procedeu-se a
mensuragdo do didmetro das zonas ao redor dos discos, com a utilizagdo de paquimetro digital.
Cada isolado foi classificado como sensivel, resistente e intermediario de acordo com as tabelas
do Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2020) e as analises foram realizadas em
triplicata. Os diametros da zona de inibi¢cdo foram interpretados de acordo com Charteris et al.,
1998).


https://doi.org/10.4315%2F0362-028x-61.12.1636
https://doi.org/10.4315%2F0362-028x-61.12.1636
https://doi.org/10.4315%2F0362-028x-61.12.1636
https://doi.org/10.4315%2F0362-028x-61.12.1636

39

4.1.8 Crescimento bacteriano em diferentes temperaturas

Os testes da capacidade dos isolados em crescer em diferentes temperaturas, seguiram
0 proposto por Risna et al. (2020). As temperaturas de 15, 37 e 45 °C foram as utilizadas, do
qual 1 mL da cultura pura dos isolados selecionados foram inoculadas em 9 mL de caldo MRS
e incubados em estufa bacteriologica a 37 °C durante 24 h. Posteriormente, foram inoculados
(1% v/v) em tubos de ensaio contendo caldo MRS e incubados com as temperaturas citadas
para os testes durante trés horas (Garcia et al., 2015). Seguindo a metodologia utilizada nas
anélises de pH, procedeu-se os testes, onde 200 UL de cada cepa e diferentes temperaturas foram
analisadas antes e depois da incubacdo em leitor de microplacas (CHAMALEON PLATE) a
densidade optica (OD) definida na absorbancia de A = 595 nm (Vieira et al., 2013). A taxa de
sobrevivéncia (%) foi determinada como reducdo percentual da absorbancia em relacdo a
temperatura de 37 °C. O aumento da biomassa foi apresentado em porcentagem (%) e calculado
conforme a seguir: [ (OD final — OD inicial) /OD inicial] x 100%.

4.1.9 Extracdo do DNA genémico

A extragdo do DNA gendmico bacteriano foi realizada com kit de extragdo PureLink
Genomic DNA da Invitrogen, de acordo com as instru¢cdes do fabricante, onde as etapas
incluem: lise, neutralizacdo, lavagem e diluicdo das amostras. A concentracdo de DNA foi
determinada a partir de fluorimetro QUBIT e a analise eletroforética em gel de agarose (0,8%)
para a andlise qualitativa do DNA, que se apresentou integro. Essa analise foi realizada no

Laboratorio de Diagnostico Molecular do Centro de Apoio Multidisciplinar da UFAM.

4.1.10 Amplificacédo do gene 16S rDNA pela Reac¢do em Cadeia da Polimerase (PCR)

A amplificacdo do gene 16S rDNA, Tampéo 1X para Taq DNA polimerase, 2,5 mM de
MgClz, dNTPs 2,5 mM, 0,2 pMol de cada iniciador que flanqueiam as regides V3-V4 do gene
16SrDNA (16S400F 5° — ACT CCT ACG GRA GGC AGC AG -3’; 16S400R 5> — GGG ACT
ACC AGG GTA TCT AAT — 3°), 0,06 U/uL da enzima Taq DNA Polimerase para volume
final de 25 pL. A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ocorreu nas seguintes condi¢des:
desnaturacao inicial de 4 min a 95 °C, seguido de 35 ciclos de 1 min a 95 °C; 1 min a 59 °C;

40 sega 72 °C, e uma extensao final de 5 mina 72 °C.
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4.1.11 Sequenciamento do gene 16S rDNA pelo método de Sanger e classificacdo

taxondmica

O sequenciamento do gene 16S rDNA foi realizado utilizando-se a metodologia de
Sanger (Sanger et al., 1977). As sequéncias genéticas obtidas foram submetidas ao software
Phred e as sequéncias continuas montadas a partir de fragmentos (Contig) foram analisadas via
BLAST (Basic Local Alignment Search) para encontrar regides similares, de acordo com maior
percentual de identidade (Altschul et al., 1990). Em seguida, foram comparadas ao banco de
dados genémicos RDP release para determinar quais microrganismos apresentam sequéncias
de DNA similares as amostras analisadas. Os microrganismos foram classificados com critérios
de indices de similaridade de 97%, valor normalmente usados para espécies, de 95% como uma

aproximacao para género.

4.1.12 Teste de compatibilidade entre as cepas isoladas

A compatibilidade entre as cepas de interesse foi realizada usando 0 método cross streak
(Al-Hussini et al., 2019), com ligeiras adaptagc6es. Resumidamente, trés cepas foram semeadas
em linhas paralelas em &gar MRS em placas de Petri de 120 mm e as outras seis cepas
perpendiculares as trés primeiras. Essa metodologia, propde que através da intersecdo das
estrias bacterianas, seja observada ap6s a incubagdo por 24 h a 37 °C, a fusdo das col6nias

bacterianas, sendo entdo, consideradas compativeis.

4.1.13 Determinagéo do idedtipo

O ideotipo, foi desenvolvido utilizando as maiores médias das cepas, para diferentes
concentracdes de sais biliares e para atividade antimicrobiana com maior halo de inibi¢do contra
bactérias patogénicas de maior importancia para aves, analisadas nos ensaios in vitro. As
distancias de Mahalanobis (D2) foram calculadas a partir dos dados padronizados entre todas
as cepas avaliadas e o ide6tipo, utilizando o software Genes (Cruz, 2008). As cepas entdo, foram
classificadas de acordo com o indice de selecédo de distancia de cada cepa ao ideotipo, sendo as

melhores as que tinham a distancia mais curta.
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4.1.14 Andlise estatistica dos testes in vitro

Todas as analises foram conduzidas em triplicata. Os dados foram submetidos a
ANOVA e as médias foram separadas por comparacdo multipla de Tukey. A diferenca foi
considerada significativa ao nivel de 0,05 de significancia, utilizando o teste de Kruskal Wallis.
O procedimento GLM do programa computacional Sistatistical Analysis System — SAS (2008)
foi utilizado.

4.2 Avaliagao do potencial probidtico in vivo

4.2.1 Obtencao dos patinhos

A obtencéo dos patinhos foi por meio de incubacéo natural. Em uma propriedade local,
selecionou-se oito fémeas matrizes de patos crioulo em fase de postura, identificou-se no bico,
com pincel permanente atdxico, com numeracéo de um a oito e foi realizado o acompanhamento
da postura dos ovos de cada ave por cerca de duas semanas. As matrizes foram condicionadas
a permacer em seu préprio ninho de postura (Figua 6), até a incubacao e ecloséo dos patinhos.

Cada fémea incubou 15 ovos.

Figura 6 - Ninhos para fémeas de patos crioulo

Fonte: Maquing, L.C. (2023)

O acompanhamento das aves foi diario certificando-se que cada fémea retornaria ao seu
exato ninho, apos a alimentagdo. O periodo de incubacao até o inicio da ecloséo foi de 33 a 34
dias (Figura 7). A partir do inicio das eclosbes, a porta dos ninhos foi mantida fechada por 24

h, periodo ao qual, as fémeas ndo foram manejadas e permaneceram no ninho para o completo
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processo de eclosdo natural dos patinhos. Apds 24 h dos primeiros nascimentos, 0s patinhos
gue ja se encontravam secos e ativos, foram realocados com uma fémea de boa habilidade
materna para cuidados parentais e posterior transporte apropriado ao Setor de Avicultura da
UFAM.

Figura 7 - Etapas da incubacdo de ovos de fémea de pato crioulo

&
Fonte: Maquiné, L.C. (2023)

4.2.2 Preparagdo das cepas probidticas para inoculacdo nas aves experimentais

Utilizou-se as trés cepas com menor distancia (D2) de Mahalanobis, BPCD109,
BPCJ114 e BPCI174 para utilizacdo nos testes in vivo. Estas foram reativadas em tubos
contendo caldo MRS por 48 h a 37 °C, em agitacdo a 150 rpm. Apoés a incubacdo, os tubos
foram centrifugados a 3000 rpm a 4 °C e as células (biomassa) foram lavadas trés vezes com
tampao salino fosfato (PBS pH 7,2) e ajustadas a densidade éptica (OD 595 nm). O pellet
composto apenas das células, foi ressuspendido em PBS (Arreguin-Nava et al., 2020), com
adaptacOes. Cada cepa foi diluida em solucdo PBS conforme os tratamentos propostos 1,5 x 108
UFC/mL (0,5 MacFarland) e permaneceram estocadas (Figura 8), a 8 °C até a aplicacdo nas
aves, por meio da técnica de gavagem, com auxilio de pipetador automatico de 1000 pL.

O uso da gavagem como metodologia de inoculacdo nas concentracdes determinadas
levou em consideracgéo o efeito sistémico das cepas com administracdo enteral por permitir a
administracdo exata das concentragbes (Pauloni; Antiorio, 2020). Além desse fator, os
processos de dessecacdo de probidticos podem afetar a viabilidade e funcionalidade onde
perceberam correlacdo entre as respostas probidticas e a dessecacdo-reumedecimento e 0

processo usado para secar as bactérias (Laconelli et al., 2015).
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Figura 8 - Probioticos preparados e armazenados

Fonte: Maquing, L.C. (2023)

4.2.3 Avaliacdo in vivo das cepas com potencial probiotico

Para a realizagédo dos testes in vivo o experimento foi conduzido nas instalagfes do Setor
de Avicultura da Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Amazonas, tendo
coordenadas geograficas de latitude 3° 06” 14”° S, longitude 59° 58” 46> W e altitude de 260
m. De acordo com a classificagdo proposta por Koeppen e Geiger, o clima em Manaus-AM é
classificado como tropical quente e tmido, com precipitagdo média anual de 3001 mm, umidade
relativa do ar de 73% e temperatura média de 26,4 °C (Climate-data.org, 2022), com duragao
de 90 dias.

Utilizou-se 96 patos crioulo com um dia de vida (Figura 9), provenientes de um criatério
local. Os patinhos foram imunizados contra as doencas de Marek e Gumboro e, transportados
via terrestre para o Setor de Avicultura, sob todos os cuidados necessarios para a preservagao
do bem-estar das aves.

Durante a primeira semana de vida, as aves receberam aquecimento (campanula) por
intermédio de lampadas incandescentes de 60 Watts por boxe (unidade experimental). A
primeira semana de vida exige mais cuidados para com os patinhos, pois ainda ndo possuem
sistema termorregulador desenvolvido e carecem de fonte de calor (Abreu, 2004). Esse manejo
objetivou manter a temperatura e evitar correntes de ar no interior do galpéo, além de afugentar

roedores silvestres, que sdo predadores de aves pequenas.
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Figura 9 - Patinhos com um dia de vida

Fonte: Maquiné, L.C. (2023)

S&o escassos na literatura parametros estabelecidos para patinhos de um dia, porém para
aves de corte em geral, recomenda-se 30 °C para os primeiros dias, com progressiva diminui¢éo
de temperatura, até os 25 °C. Ja na fase de crescimento recomenda-se de 18 a 22 °C (Grimaud
Freres, 2016). Dados de temperatura e umidade relativa do ar, foram coletados diariamente as
09h00 e 15h00, utilizando termohigrometro e tabulados em software apropriado.

O estresse por calor é um problema global e é causado por temperaturas elevadas no
ambiente em que os animais sdo criados, tendo causas diversas como falta de ventilacéo,
construcdo de galpdes inapropriados e taxa de lotacdo excessiva. Aves em confinamento
estressadas por calor, podem sofrer disturbios intestinais e hipersensibilidade a corticosterona,
podendo atrasar a proliferacdo de células intestinais, levando a diminuicdo da altura das
vilosidades e diminuicdo da profundidade das criptas. Podendo diminuir a producdo animal e
perturbacdo da homeostase (Quinteiro-Filho et al., 2010).

Os boxes experimentais (Figura 10) estavam providos de cama (maravalha) com
espessura de aproximadamente 8 cm com adicao de 300 g/m2 de cal virgem (Daipra et al., 2009)
que contribuiu para o controle de cascudinho (Alphitobius diaperinus), que é vetor de varios
patdgenos as aves e de microrganismos, principalmente Salmonella spp., e Clostridium spp. O
programa de luz utilizado foi o de luz natural para o periodo amazdnico em que 0 experimento

foi realizado.
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Figura 10 - Patinhos alojados em boxe experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com quatro
tratamentos de trés repeticbes com oito aves cada, totalizando 24 aves por tratamento e 96 aves
experimentais. Os tratamentos foram: T1 = Controle — sem gavagem; T2 = Gavagem de 1
mL/ave de solucdo contendo 1,5 x 108 UFC/mL de probiético BPCD109; T3 = Gavagem de 1
mL/ave de solucdo contendo 1,5 x 108 UFC/mL de probidtico BPCJ114; T4 = Gavagem de 1
mL/ave de solugdo contendo 1,5 x 108 UFC/mL de probi6tico BPCI174.

Os probidticos foram compostos por trés cepas selecionadas apos testes especificos para
probidticos nas concentragfes 1,5 x 108 UFC/mL equivalente a 0,5 na escala de McFarland
diluidos em solucao PBS.

A gavagem nas aves (Figura 11) foi realizada diariamente de 1 a 15 dias, posteriormente
uma vez por semana, até que as mesmas atingissem a idade de 70 dias conforme proposto por
Aguihe et al. (2017).

O programa de alimentacdo das aves foi dividido em trés fases (Tabela 1): inicial,
crescimento e terminacgdo. As dietas experimentais foram formuladas para atender as exigéncias
nutricionais das aves, durante todo o experimento, com granulometria do milho de textura
média (6 mm) na composi¢do conforme recomendado por Maquiné et al. (2023) e foram
formuladas de acordo com os valores de referéncia fornecidos por Rostagno et al. (2017),
exceto energia e proteina (Rufino et al., 2015), célcio (Feijé et al., 2016) e fosforo (Costa, 2018)
que utilizaram requisitos adequados para patos por meio do programa para célculo de racdes
em minimo custo SUPERCRAC (v. 6.2).



Figura 11 - Patinho sendo gavado com cepa probidtica
ey \ '

Fonte: Rufino, J.P. (2023)

Tabela 1- Composicédo das racfes experimentais para patos

Ingredientes Inicial Crescimento Terminacao
Milho 7,88% 57,768 66,406 69,865
Farelo de soja 46% 36,280 28,066 24,149
Calcaério calcitico 1,067 1,111 1,153
Fosfato bicéalcico 2,624 2,423 2,188
Sal 0,834 0,708 0,582
DL-metionina 99% 0,071 0,128 0,126
Suplemento vit/min 0,500! 0,500? 0,5003
Oleo de soja 0,852 0,655 1,434
Total 100,00 100,00 100,00
Niveis nutricionais*

Energia metabolizavel, 944 o 3.000,00 3.100,00
Kcal kg

Proteina bruta % 21,000 18,000 16,500
Calcio% 1,15 1,10 1,05
Faésforo disponivel % 0,600 0,550 0,500
Metionina + cistina % 0,725 0,705 0,665
Metionina total % 0,498 0,402 0,382
S6dio% 0,350 0,300 0,250

1 Suplemento (sup.) vitaminico/mineral — inicial — contetido em 1 kg = &cido (ac.) félico 800 mg,
ac. pantoténico 12.500 mg, antioxidante 0,5 g, biotina 40 mg, niacina 33.600 mg, selénio 300 mg,
vit. A 6.700.000 Ul, vit. B1 1.750 mg, vit. B12 9.600 mcg, vit. B2 4.800 mg, vit. B6 2.500 mg, vit.
D3 1.600.000 Ul, vit. E 14.000 mg, vit. K3 1.440 mg. Sup. mineral — contetldo em0,5 kg = manganés
150.000 mg, zinco 100.000 mg, ferro 100.000 mg, cobre 16.000 mg, iodo 1.500 mg. 2 Sup.
vit./mineral — crescimento — conteido em 1 kg = &c. folico 650 mg, ac. pantoténico 10.400 mg,
antioxidante 0,5 g, niacina 28.000 mg, selénio 300 mg, vit. A 5.600.000 UI, vit. B1 0,550 mg, vit.
B12 8.000 mcg, vit. B2 4.000 mg; vit. B6 2.080 mg, vit. D3 1.200.000 U, vit. E 10.000 mg, vit. K3
1.200 mg. Sup. mineral — conteido em 0,5 kg = manganés 150.000 mg, zinco 100.000 mg, ferro
100.000 mg, cobre 16.000 mg, iodo 1.500 mg. * Sup. vit./mineral — terminagdo — conteido em 1
kg = &c. pantoténico 7.070 mg, antioxidante 0,5 g, niacina 20.400 mg, selénio 200 mg, vit. A
1.960.000 UlI, vit. B12 4.700 mcg, vit. B2 2.400 mg, vit. D3 550.000 UlI, vit. E 5.500 mg, vit. K3
550 mg. Sup. mineral — contedido em 0,5 kg = manganés 150.000 mg, zinco 100.000 mg, ferro
100.000 mg, cobre 16.000 mg, iodo 1.500 mg. 4 Niveis estimados na matéria seca

Fonte: Rufino, J.P. (2024)
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4.2.4 Avaliacdo do desempenho zootécnico das aves e rendimento de carcaga

As variaveis de desempenho analisadas foram o consumo de racdo (kg/ave) quantificada
pela pesagem da racdo fornecida no inicio das fases de criacdo e as sobras, no final de cada
semana e, a diferenca sera calculada para o consumo de rac¢ao para cada unidade experimental,
ganho de peso médio (g/ave) e a conversdo alimentar (kg/kg), calculada dividindo-se 0 consumo
de racdo pelo ganho de peso de cada unidade experimental.

Para as varidveis de rendimento de carcaca aos 90 dias de idade, ap0s o jejum alimentar
de 12 h, duas aves foram selecionadas ao acaso de cada parcela experimental, identificadas e
pesadas. As aves foram eutanasiadas conforme preconiza 0 CONCEA, passando por
deslocamento cervical seguido de sangria, escalda (dgua a 60 °C por trés min), depena e
evisceracdo. O rendimento de carcaca foi calculado em relagcdo ao peso vivo antes do abate [%
RC = (peso carcaga*100/peso Vvivo) ].

As carcacas limpas, sem pescoco, pés e visceras foram pesadas para determinagdo do
rendimento em relacdo ao peso vivo, que estd expresso em percentagem. Foram realizados
cortes para retirada do peito, dorso, pescoco, asas, patas, coxa e sobrecoxa (Gomide et al.,
2012), para o célculo do rendimento em relagdo ao peso da carcaga quente. O rendimento das
partes da carcaca e peito em funcéo da carcaca foi calculado de acordo com a formula [% RP =

(peso da parte*100/peso da carcaca) ].

4.2.5 Avaliacao dos parametros sanguineos

Apos jejum solido prévio de 12 h, foram selecionadas duas aves por parcela (n = 24
aves), e colhidas amostras sanguineas no periodo da manha sendo coletados 1 mL de sangue
das aves diretamente da veia ulnar, mediada por seringas descartaveis contendo anticoagulante
heparina (5000 Ul). Essas amostras foram identificadas e preservadas a -4 °C durante todo
processo de colheita e enviadas ao laboratorio para analises dos parametros hematolégicos
(eritrograma, leucograma, trombograma) e bioquimica serica.

Para contagem dos leucocitos totais, leucocitos diferenciados e trombdcitos, foram
confeccionadas trés laminas com extensdes sanguineas para cada animal, obtendo 72 laminas
por tratamento (n = 72), as laminas foram coradas pelo método de coloracdo rapida May
Grinwald-Giemsa Wright (MGGW) (Tavares-Dias; Moraes, 2004) e visualizados em
microscépio (Leica, DM3000) na objetiva de 40x.
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O sangue coletado foi utilizado para a contagem de eritrocitos circulantes (RBC),
utilizando camara de Neubauer apos diluicdo em formol-citrato e azul de toloidina, e
visualizados em microscépio (Leica, DM3000) na objetiva de 40x. A concentracdo de
hemoglobina (Hb) foi determinada pelo método de cianometahemoglobina e o hematdcrito pelo
método de microhematécrito (Goldenfarb et al., 1971), com centrifugacdo de tubos micro
capilares heparinizados (12.000 rpm/5 min) (Aride et al., 2018).

Para as analises biogquimicas, foi utilizado o plasma do material remanescente da
colheita apos centrifugacéo a (7.000 rpm) durante o tempo de 10 min. As variaveis bioquimicas
analisadas foram a quantificacdo dos niveis colesterol, glicose, proteinas totais, triglicerideos,
cloreto, fdsforo, calcio e magnésio. Utilizou-se kits comerciais de ensaio enzimatico-
colorimétrico de acordo com as recomendac0es especificas do fabricante e as leituras foram
realizadas em espectrofotémetro (Thermo Fisher Scientific Multiskan™ GO) em comprimento
de onda especifico para cada ensaio. As analises foram realizadas no Nucleo de Estudos de

Invertebrados e Vertebrados da Amazodnia, do Instituto Federal do Amazonas (IFAM).

4.2.6 Andlise estatistica dos testes in vivo

Os dados foram inicialmente avaliados quanto a normalidade e foram aplicadas as
transformac6es necessarias. Posteriormente, foi realizada ANOVA unidirecional utilizando o
software R (versdo 4.1.3) seguindo as diretrizes de Logan (2010). O teste de diferenca
significativo de Tukey foi utilizado para testar as diferencas significativas entre os valores
medios. Os resultados sdo apresentados como meédias e o nivel de significancia para diferencas

foi estabelecido em p<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliagdo in vitro

5.1.1 Isolamento

Do isolamento, 300 cepas de bactérias apresentaram caracteristicas gerais de BAL. A
identificacdo preliminar mostrou morfologia de coldnias esféricas e fusiformes, com coloragéo
branca a creme, brilhantes, opacas e translicidas, caracterizadas como Gram-positiva (Black;
Black, 2018) e catalase negativo. A coloracdo violeta cristalina, caracterizando o Gram-positiva
ocorre devido as bactérias possuirem uma espessa camada de peptideoglicano, correspondendo
de 50 a 90% do peso celular, enquanto as Gram-negativas, possuem apenas cerca de 10% do
peso celular (Dorr et al., 2019).

Destas, nove cepas apresentaram potencial probiotico in vitro, apos testes e oito foram
identificadas molecularmente. Todas as cepas identificadas molecularmente neste estudo estdo
mantidas na colecdo de microrganismos do Laboratorio de Principios Bioativos de Origem

Microbiana da Faculdade de Ciéncias Agrarias da UFAM.

5.1.2 Tolerancia ao pH acido

Critério importante para a selecdo do microrganismo com potencial probioético. A
capacidade da BAL sobreviver a pH baixo, variando de 1 a 3, por até trés horas é essencial para
provar sua capacidade probidtica (Shokryazdan et al., 2014).

A tabela 2, mostra os resultados da porcentagem de sobrevivéncia dos isolados, ap6s o
teste de exposicao ao baixo pH, dos quais foram capazes de satisfazer os critérios estabelecidos
para este teste de tolerancia acida. Os resultados demonstram forte resisténcia das cepas aos
acidos. Todos os isolados foram capazes de crescer em pH na faixa de 2 a 6,5, porém essa taxa
de sobrevivéncia dos isolados de BAL caiu significativamente (p<0,05) quando usado o pH 2.

Nota-se que a taxa de sobrevivéncia das BAL foi relativamente maior em pH 3.0
(p<0,05). Essa observacdo supde que apos trés horas de incubacgdo a sobrevivéncia das BAL é
largamente dependente do pH do ambiente. Esses dados evidenciam que em pH mais baixo as
cepas tornaram-se susceptiveis devido a acdo do &cido que por sua vez reduziu sua taxa de
sobrevivéncia no experimento in vitro (Kailasapathy; Chin, 2000). O acido cloridrico (HCI)
tem efeito bactericida e quando adicionado ao meio em maior concentracdo favoreceu a

tendéncia decrescente de desenvolvimento das cepas em menor pH. O HCI tende a oxidar



50

moléculas importantes nas células, o que leva a baixa viabilidade celular. Observa-se também

que a oxidacdo com HCI é dependente da cepa, confirmando os resultados encontrados por

(Oyewole et al., 2018).

Tabela 2 - Taxa de sobrevivéncia (%)! de bactérias acido lacticas isoladas de patos domésticos,

desafiadas a diferentes pH &cido

CEPA pH 2,0 pH 3,0 pH 6,54
BPCI79 24,65 + 3,14c 40,97 +2,12¢ 100,00 + 0,00
BPCC92 22,76 £ 1,16¢C 43,49 + 3,13c 100,00 + 0,00
BPCD109 16,32 + 2,06¢ 32,31+2,52¢c 100,00 + 0,00
BPCJ114 14,41 + 2,55¢ 29,70 £ 2,21c 100,00 + 0,00
BPCJ117 12,59 + 3,65c¢ 23,13 + 3,51c 100,00 + 0,00
BPCJ121 11,48 £ 2,44c 20,94 + 2,85¢c 100,00 + 0,00
BPCD145 50,00 + 1,96ab 80,00 + 2,74ab 100,00 + 0,00
BPCI174 28,57 £ 0,65¢C 71,42 + 2,15ab 100,00 + 0,00
BPCI175 70,69 = 2,16a 84,61 £ 2,22ab 100,00 + 0,00
p-valor? 0,05 0,05 -

C\B (%) 22,53 23,15 -

Valores médios + desvio padrdo

2 \/alores dentro da coluna diferem entre si a 0.05 de significancia

3 CV — Coeficiente de variacdo

4 A taxa de crescimento em pH 6.5 foi usada como controle medida a 100 %
Fonte: Maquiné, L.C. (2024)

5.1.3 Teste de tolerancia a sais biliares

Os sais biliares tendem a danificar a estrutura da membrana celular por esse motivo é
uma caracteristica importante para realizacdo de testes com bactérias, sendo considerada como
uma propriedade essencial para que as cepas possam expressar seu potencial probiodtico
devendo sobreviver as condi¢des do intestino delgado. A concentracdo de sais biliares no
duodeno e cecos de galinhas foi de 0,008 e 1,175% respectivamente (Lin et al., 2003). Entdo é
necessario que as cepas estudadas sejam capazes de crescer em sais biliares com concentragfes
gue podem variar de 0,15 a 0,30% (Suskovic et al., 2000).

Todas as cepas resistiram as concentracfes de sais biliares (Tabela 3). Porém, com o
aumento da concentracdo a taxa de crescimento diminuiu (p<0,05). Esse fator pode ser atribuido

a incapacidade dos isolados se adaptarem no meio com os sais biliares inicialmente.



Tabela 3 - Taxa de sobrevivéncia (%)! de bactérias acido lacticas isoladas de patos

domésticos, desafiadas a diferentes concentragdes de sais biliares

CEPA 0,00%* 0,30% 0,50% 1%
BPCI79 100,00 + 0,00 84,30 £ 2,16% 53,29 £ 2,162 53,14 £ 1,57%¢
BPCC92 100,00 + 0,00 57,563 £ 2,52¢ 53,18 + 2,51¢ 52,22 + 1,63
BPCD109 100,00 + 0,00 74,80 £ 2,15 60,63 £ 1,56° 53,25 + 1,79¢
BPCJ114 100,00 + 0,00 98,27 + 3,522 61,73 +1,62° 55,56 + 1,23°
BPCJ117 100,00 + 0,00 65,98 + 2,16 60,61 +1,13° 52,45 + 1,63
BPCJ121 100,00 + 0,00 73,22 +1,56° 58,33+ 1,53¢ 52,25 +2,12%®
BPCD145 100,00 + 0,00 55,06 + 1,41°¢ 52,39 £ 1,79¢ 51,36 + 2,17°¢
BPCI174 100,00 + 0,00 75,93 + 1,58¢ 63,71 + 2,69¢ 55,37 + 1,22°¢
BPCI175 100,00 + 0,00 75,44 +1,63° 60,00 + 2,53° 56,58 + 1,35°
p-valor? - 0,04 0,05 0,04

CVe (%) - 21,12 22,21 23,15
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1 Valores médios + desvio padrao;

2 Valores dentro da coluna diferem entre si na coluna a 0.05 de significancia;

3 CV - Coeficiente de variagdo;

4 A taxa de crescimento de 0% de bile foi usada como controle medida a 100%
Fonte: Maquing, L.C. (2024)

Todos os isolados apresentaram taxa de sobrevivéncia superior a 50% na concentracao
biliar de 1% indicando que podem sobreviver através do sistema digestivo. O crescimento das
BAL em meio contendo sais biliares pode ser atribuido a capacidade dessas bactérias
produzirem hidrolases de sais biliares o que diminui o efeito téxico conforme relataram (Jafari
etal., 2011).

Os dados mostram reducdo da taxa de sobrevivéncia bacteriana conforme se aumenta as
concentracgdes de bile no meio. Em grande parte, esse fator pode ser atribuido a propria presencga
da bile que é capaz de inibir o crescimento de bactérias, especialmente as Gram-positivas
(Oyewole et al., 2018). Os &cidos biliares atuam na dissocia¢cdo da membrana da parede celular
interrompendo a homeostase e levando a lise celular e o vazamento do contetdo das bactérias
resultando em baixa sobrevivéncia conforme os achados por Begley, Gahan e Hill (2005), em

consonancia com este estudo in vitro.

5.1.4 Teste de tolerancia ao NaCl

A resisténcia das cepas frente a diferentes concentragGes de NaCl foi avaliada e os

resultados estdo apresentados na tabela 4.
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Tabela 4 - Avaliagdo do efeito do NaCl a sobrevivéncia das
bactérias &cido lacticas isoladas de intestino de patos domésticos
Concentracdo de NaCl

CEPA
2,0% 4,0% 6,5%
BPCI79 ++ + +
BPCC92 ++ ++ +
BPCD109 ++ + +
BPCJ114 ++ ++ +
BPCJ117 ++ ++ ++
BPCJ121 +++ ++ +
BPCD145 ++ ++ +
BPCI174 ++ + +
BPCI175 ++ ++ +

Sinal de (+) ou (-) significa crescimento ou nenhum crescimento
respectivamente
Fonte: Maquiné, L.C. (2024)

Os resultados mostram-se variaveis, porém, indicando que todas as cepas sobreviveram
nas trés concentracOes testadas. Trés cepas: BPCJ121, BPCD145 e BPCI175 exibiram maior
turbidez na concentracéo de 2% (0,34 mol/L) de NaCl dados semelhantes aos encontrados por
Ahmed et al. (2019).

5.1.5 Teste de crescimento em diferentes temperaturas

O crescimento dos isolados selecionados para esse estudo foi observado em trés
diferentes temperaturas: 15, 37 e 45 °C durante 24 h (Tabela 5). A densidade optica (OD)
definida na absorbancia de A = 595 nm (Vieira et al., 2013), foi utilizada e todas as cepas foram
capazes de sobreviver nas temperaturas avaliadas, sugerindo que as bactérias sdo mesofilas
(Risna et al., 2020). Ressalta-se que as bactérias foram capazes de crescer a 45 °C (Mulaw et
al., 2019), demonstrando resisténcia a temperatura mais elevada do que a do corpo de aves de
corte (Reis et al., 2022).

A temperatura corporal da ave e Otima para o crescimento de cepas bacterianas é
geralmente cerca de 37 °C (Hu et al., 2018), sendo a temperatura limite 42 °C, portanto, é
necessaria a triagem de tolerancia ao calor das cepas candidatas. Esses resultados mostram que

todas as cepas conseguiram sobreviver a maior temperatura testada.
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Tabela 5 - Taxa de sobrevivéncia (%)* de bactérias acido lacticas isoladas
de intestino de patos domésticos, desafiadas a diferentes temperaturas de

incubacédo

CEPA Temperatura
15°C 45 °C 37 °C*

BPCI79 54,69 + 0,37b¢ 35,66 + 0,49b 100,00 + 0,00
BPCC92 82,43 + 0,52° 49,03 £ 0,132 100,00 + 0,00
BPCD109 96,45 + 0,46° 30,85 + 0,53 100,00 + 0,00
BPCJ114 74,74 £ 1,06°¢ 20,64 £ 0,11bc 100,00 + 0,00
BPCJ117 99,04 + 0,75% 57,52 + 0,492 100,00 + 0,00
BPCJ121 93,61+ 0,642 34,18 +0,67° 100,00 £ 0,00
BPCD145 87,64 + 1,15° 21,46 + 0,76b¢ 100,00 + 0,00
BPCI174 84,54 + 0,440 20,45 + 0,19¢bc 100,00 + 0,00
BPCI175 95,89 + 0,852 36,88 +0,23° 100,00 £ 0,00
p-valor? 0,05 0,05 -

C\B (%) 19,44 22,12 -

1 Valores médios * desvio padréo;

2 Valores dentro da coluna diferem entre si na coluna a 0.05 de significancia;
3 CV - Coeficiente de variagdo;

4 A taxa de incubagdo a 37 °C foi usada como controle medida a 100%
Fonte: Maquing, L.C. (2024)

5.1.6 Teste de susceptibilidade a antibioticos

Outro importante critério de selecdo para probioticos é a atividade antibidtica. Os
isolados foram testados frente a dez antibidticos (Figura 12) para se obter os padrbes de
susceptibilidade (Tabela 6). Os dados indicam padrbes variados em sua resisténcia. Muito
embora a maioria dos antibidticos testados ndo sejam comumente usados na industria avicola,
essa tendéncia no padréo de resisténcia e susceptibilidade pode colaborar com futuros estudos
de uso rotineiro de antibidticos na avicultura.

Determinar a susceptibilidade das BAL dessa pesquisa aos antibioticos testados fornece
ideia do espectro de resisténcia a antibidticos dos isolados de intestino de patos dmoésticos e
serve como ponto de partida para avaliacdo de seguranca.

Os resultados indicam que 100% dos isolados investigados sdo resistentes a
clindamicina, o que surpreendeu. Essa resisténcia antibiotica intrinseca dos Enterococcus aos
antibidticos lincosamidas ja foi relatada em outros estudos (Klare et al., 2003). Os isolados
também foram 100% resistentes a eritromicina, corroborando com os dados observados por

Lopes et al. (2005) onde ocorreu alta prevaléncia de Enterococcus a eritromicina, esse fato pode
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ser explicado pela transferéncia horizontal de genes de elementos genéticos resistentes a drogas
através de plasmideos e transposons, principalmente a antibidticos macrolideos (Santagati et
al., 2000; Arredondo-alonso et al., 2020).

Figura 12 - Testes das cepas frente a diferentes antibidticos

Fonte: Maquiné, L.C. (2024)

Tabela 6 - Perfil de susceptibilidade de bactérias isoladas de patos domésticos a diferentes antibidticos

CEPA AMP CIP CLlI CLO ERI EST GEN PEN TET VAN
BPCI79 S | R S R S S S R S
BPCC92 S | R S R | S R S
BPCD109 S R R | R | | R R S
BPCJ114 S R R | R S | R R S
BPCJ117 S R R | R R | R R S
BPCJ121 S R R | R S I R R S
BPCD145 S R R | R R I R R S
BPCI174 S R R | R S I R R S
BPCI175 S R R | R R | R R S

S: sensivel (diametro > 21 mm); I: intermediario (didmetro 16 — 20 mm); R: resistente (diametro < 15 mm). AMP:
ampicilina; CIP: ciprofloxacina; CLI: clindamicina; CLO: cloranfenicol; ERI: eritromicina; EST: estreptomicina;
GEN: gentamicina; PEN: penicilina; TET: tetraciclina; VAN: vancomicina

Fonte: Maquing, L.C. (2024)

Um bom probidtico ndo deve carregar genes de resisténcia a antimicrobianos (Montoro
etal., 2018) ou seja, apesar de grande quantidade de linhagens de BAL apresentarem resisténcia



55

a determinados antimicrobianos ndo significa que essa resisténcia seja transferivel. Das
linhagens avaliadas todas foram sensiveis a ampicilina e todas resistentes a clindamicina,

eritromicina e tetraciclina.

5.1.7 Atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas de aves

Uma das propriedades desejaveis para que BAL possam ser candidatas a probidticos é
a inibicdo contra bactérias potencialmente patogénicas (Leclercqet al., 2017). No teste de sobre
camada, as cepas sao separadas dos microrganismos indicadores por uma camada de agar semi-
solido, havendo um impedimento do contato direto entre elas. De maneira tal que, é possivel
avaliar a producéo de substancias extracelulares, como por exemplo acido latico, peréxido de
hidrogénio, radicais livres, diacetil e peptideos, que se difundem no agar para exercer 0s seus
efeitos sobre as bactérias indicadoras (Leclercq et al., 2017).

Na avicultura, as perdas econémicas por infec¢Ges bacterianas trazem prejuizos desde a
producdo até a comercializacdo dos produtos (Dipeolu et al., 2005). Os agentes causadores de
infeccBes bacterianas mais comuns, responsaveis por diarréias e baixa produtividade sdo 0s
sorotipos Salmonella sp. e E. coli.

O principal reservatério de S. enterica inclui galinhas, perls, papagaios e patos
(Hassanein et al., 2011). Diante desse cenario geral, os isolados foram testados frente a essas
duas bactérias patogénicas indicadoras: Salmonella Typhimurium e E. coli (area de inibicao de
no minimo 12 mm). Dos nove isolados, oito inibiram as cepas indicadoras, seguido, portanto,
para os demais testes de comprovagdo como potenciais probioticos (Tabela 7).

E sabido que aditivos empregados no cotidiano, na dieta de aves, influenciam no tipo e
densidade bacteriana no organismo. Salehizadeh et al. (2019) demonstraram que aves
suplementadas com probioticos ricos em bactérias produtoras de acido latico, elevam sua
capacidade absortiva, e conseguem reduzir o nimero populacional de E. coli.

Os dados desse estudo in vitro, demonstram a capacidade dos isolados de BAL,
coletadas de intestinos de patos domésticos, como inibidores eficientes dessas cepas de
enterobactérias patogénicas, demonstrando que essas BAL tém alto potencial antimicrobiano.
Nossos achados reforcam os resultados de Popova (2017) que testaram aditivos probioticos in
vitro mostrando reducdo do nimero de patdgenos, os mesmos aditivos in vivo, obtendo

resultados também satisfatorios.
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Tabela 7 - Zonas (mm) de inbicdo (média + desvio padrdo) de
crescimento bacteriano frente as bactérias acido lacticas isoladas de
patos domésticos

CEPA Salmonella Typhimurium E. coli
BPCI79 11,65+0,68 ¢ 11,78+ 1,052
BPCC92 14,01 £ 1,25 ¢ 13,24 +£1,062

BPCD109 14,76 + 0,14 be 13,53+1,292
BPCJ114 14,96 £ 0,62 ° 13,46 £ 1,542
BPCJ117 13,33+ 0,20° 13,07+0,862
BPCJ121 13,36 £ 0,29 ° 12,43 +£1,132
BPCD145 13,22 +£0,54 2 13,21 £0,562
BPCI174 14,74 1,63 b¢ 13,71+£1,492
BPCI175 14,30 £ 0,93 P 13,19+ 1,642

p-valor? 0,0000 0,4541

CV2 (%) 5,79 9,29

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem
estatisticamente de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade
(p<0,05).

Fonte: Maquiné, L.C. (2024)

5.1.8 Compatibilidade das cepas bacterianas e indice de selecdo de distancia ao ide6tipo

O teste cross streak em agar MRS foi realizado para identificar a compatibilidade entre
todas as cepas bacterianas e, os resultados mostram que estas, sdo compativeis entre si, in vitro,
conforme evidenciado pela fusdo das colonias e auséncia de zona bacteriostatica com inibicdo
na insercgéo (Figura 13).

Trés cepas foram semeadas em agar MRS e em linhas paralelas, as outras cepas foram
semeadas perpendicularmente as trés primeiras. A juncdo e 0 crescimento das estrias
bacterianas foram examinados apos 24 h a 37 °C, indicando compatibilidade entre as cepas
analisadas, portanto, sendo cepas adequadas para prepara¢des probidticas.

Considerando os testes realizado in vitro sobre as concentracdes de sais biliares e
atividade antimicrobiana com maior halo de inibi¢cdo contra bactérias patogénicas de maior
importancia para aves, as cepas Enterococcus lactis obteve a menor distancia de Mahalanobis,

seguida por duas outras cepas de Enterococcus ratti e Enterococcus faecium (Tabela 8)
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Figura 13 - Teste cross streak, compatibilidade entre as bactérias 4cido lacticas de intestino de patos
domésticos

A5 174 14

VT

Fonte: Maquin, L.C. (2023)

Tabela 8 - indice de selegéo de distancia ao ide6tipo pela
escala de Mahalanobis, das cepas de bactérias acido
lacticas isoladas do trato gastrointestinal de patos

domésticos
Cepa Distancia ao ide6tipo  Ranking
BPCD109 1,3682 12
BPCJ114 1,7173 28
BPCI174 1,7299 3
BPCJ121 1,9408 4a
BPCC92 2,0226 52
BPCJ117 2,2289 62
BPCI79 2,3992 78
BPCD145 2,5970 82
BPCI175 2,6193 92

Fonte: Maquing, L.C. (2024)

5.1.9 Extracdo e amplificacdo do DNA gendmico das cepas enddgenas

Caracterizar molecularmente o procarioto nos permite entender as caracteristicas
fenotipicas, fisiologicas e ecoldgicas desses microrganismos (Kant et al., 2017), colaborando
para estudo mais abrangente de bactérias potencialmente probidticas.

Por meio do sequenciamento genético de fragmentos do gene 16S rDNA identificou-se
os isolados BPCI79, BPCC92, BPCD109, BPCJ114, BPCJ117, BPCJ121, BPCI174 e
BPCI175, apresentaram alta similaridade 98,37 a 99,43% de identidade com Enterococcus

(Figura 14). N4o foi possivel identificar somento o isolado BPCD145.
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Figura 144 - Resultado da PCR realizada para amplificagéo da regido 16S rDNA

10 17 IZ 13

Eletroforese em gel de agarose, para amplificacdo dos genes de 16S rDNA de isolados de intestino de patos.
5; 10 (BPCI79; BPCJ114 - Enterococcus ratti), 6 (BPCC92 - Enterococcus durans), 8; 11 (BPCD109;
BPCJ117 - Enterococcus lactis), 12; 15; 16 (BPCJ121; BPCI174; BPCI175 - Enterococcus faecium)

Fonte: Maquiné, L.C. (2024)

Enterococcus existem individualmente ou em pares, habitam intestinos de animais
vertebrados e invertebrados. Este género pertence ao filo Firmicutes da classe Bacilli, ordem
Lactobacilalles e familia Enterococcacae (Fiore et al., 2019). Possuem a capacidade de
colonizacdo do trato digestivo, permanecendo vivos em faixa de temperatura e pH de grande
amplitude, conseguem resistir a desseccdo e crescer na presenca de 6,5% de NaCl (Lebreton et
al., 2014), em concordancia com os dados desta pesquisa.

As bandas amplificadas foram sequenciadas e os resultados foram utilizados para
busca de similaridade com outras sequéncias do gene bsh bacteriano que estdo disponiveis no
GenBank usando o BLAST. Os resultados da analise mostraram similaridade de DNA (98,37 a

99,43%) conforme apresentado na tabela 9.

Tabela 9 - Identificacdo genética utilizando o gene 16S rDNA das cepas de bactérias &cido lacticas isoladas de
patos domésticos. Dados GenBank

Isolado Identidade (Blastn) * (%) E-value Microganismo Acesso Genbank
BPCI79 99,38 0,0 Enterococcus ratti MN416973.1
BPCC92 98,40 0,0 Enterococcus durans KF250830.1
BPCD109 98,40 0,0 Enterococcus lactis MF097970.1
BPCJ114 98,97 0,0 Enterococcus ratti MN416973.1
BPCJ117 98,41 0,0 Enterococcus lactis MF097970.1
BPCJ121 99,05 0,0 Enterococcus faecium MN422615.1
BPCD145 - - - -
BPCI174 98,37 0,0 Enterococcus faecium MK643159.1
BPCI175 99,43 0,0 Enterococcus faecium 0OP020787.1

*Dados obtidos no banco de dados NCBI (Nacional Center for Biotechonolgy Information)
Fonte: Maquiné, L.C. (2023)
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Os E. faecium que sdo também bactérias Gram-positivas foi o primeiro probidtico a ser
usado como aditivo na nutricdo de aves pela Unido Europeia e FDA (He et al., 2021). E um
probidtico largamente utilizado em pecuéria melhorando a sadde intestinal e 0 muco jejunal em
frangos de corte principalmente. Estudo tem mostrado que essa bactéria tem a capacidade de
melhorar o desempenho do crescimento animal e imunidade as doengas (Yu et al., 2019).

Sorotipos de E. faecium séo considerados seguros na fermentacao de carnes e produtos
lacteos, também podem ser usados como probi6ticos para reduzir infecgdes intestinais por E.
coli, além de favorecer o desenvolvimento do sistema imune em frangos de corte (Franz et al.,
2011; Cao et al., 2013).

5.2 Avaliacdo in vivo

5.2.1 Desempenho zootécnico

Um dos métodos mais comuns para isolar e identificar novas cepas probidticas € a
anélise filogenética e a homologia de sequéncia de 16S rDNA ap6s cultivo em meio de
isolamento (Chen et al., 2013; Tulini et al., 2013). Nesse estudo, oito cepas de BAL foram
identificadas, das quais, as trés que se destacaram com base na escala de Mahalanobis foram
utilizadas para os testes com as aves. Os produtos de PCR das cepas foram sequenciados, e as
sequéncias de nucleotideos foram semelhantes as sequéncias de E. lactis, E. ratti e E. faecium,
com maior identidade de sequéncia pela analise de BLAST e maior homologia de sequéncia
por homologia de sequéncia de 16S rDNA.

Os dados de desempenho zootécnico no periodo inicial de criacdo (1 a 35 dias) dos patos
inoculados com diferentes cepas com potencial probidtico estdo apresentados na tabela 10. Para
a variavel consumo de racéo percebe-se que ndo houve diferenca significativa (p>0,05). Apesar
dos resultados nédo significativos observou-se que as aves inoculadas com as diferentes cepas
de BAL consumiram mais racao do que as aves do grupo controle, que ndo foram inoculadas
com bactérias.

Dados diferentes foram encontrados por Willis e Reid (2008) e Alkhalf, Alhaj e Al-
Homidan (2010), que observaram diferenca significativa no consumo de ragéo e eficiéncia
alimentar em frangos de corte que receberam dieta suplementada com probi6tico, muito
embora, sejam espécies diferentes. Os resultados mostram que os probioticos ndo atuam como

nutrientes, e sim, como aditivos que podem ou ndo, afetar a condicdo microbiana de seu
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hospedeiro, o que de acordo com Tarrah et al. (2018) as bactérias probio6ticas podem ter seus

efeitos demonstrados quando os animais sdo alimentados com baixo teor nutricional.

Tabela 10 - Desempenho de patos crioulo em confinamento inoculados com diferentes cepas de bactérias acido
lacticas? fase inicial (1 a 35 dias)

Fase Variaveis? Probioticos - CV%,
(T1) Controle (T2) E. lactis® (T3) E. ratti  (T4) E. faecium  valor* %

CR 2,23 2,40 2,29 2,48 0,77 12,07

Inicial GP 1,01 0,98 0,98 0,95 0,93 9,88

CA 2,21¢ 2,455 2,345 2,612 0,05 11,28

1 Todos os dados representam a média de 24 repeticdes (patos) por tratamento.

2 CR = Consumo de racéo (g/ave). GP = Ganho de peso (g/ave). CA = Conversdo alimentar (g/ave).

3E. = Enterococcus.

4 As médias seguidas de letras mindsculas nas linhas diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). Nao significativo =
p>0,05.

5CV = Coeficiente de variacdo

Fonte: Maquiné, L.C. (2024)

A inoculagdo intencional na microbiota das aves com bactérias probidticas deve ser
realizada logo ap6s o nascimento, como nesse estudo, de tal forma que a colonizacéo se inicie
nos primeiros dias, para evitar instalacdo de microrganismos entéricos patogénicos (Linzmeier
et al., 2009; Oliveira et al., 2014) aumentando a probabilidade de colonizacdo bem-sucedida
no trato gastrintestinal em desenvolvimento. Nesse sentido, procedeu-se a inoculagdo nos
patinhos desde o primeiro dia de vida (Santos et al., 2005; Ferreira; Kussukawa, 2008), pois
apos a eclosdo as aves podem receber o probiético, independentemente do tipo de aplicacdo, de
forma continua.

Para a variavel ganho de peso (GP), e considerando o periodo de fase inicial, ndo se
percebeu diferenca estatistica (p>0,05). Os tratamentos tiveram resultados semelhantes. Esses
resultados iniciais diferem dos encontrados por Hossain et al. (2024) que usando 250 e 500 mg
de probiodticos multicepas liofilizados, por quilo de racdo inicial, encontraram diferenca
significativa (p<0,05) para o ganho de peso corporal dos patinhos, onde a maior incluséo de
probidtico causou efeito positivo com o0 uso das cepas para essa variavel. Gaggia et al. (2010)
citaram que a inclusdo continua de microrganismos benéficos com potencial probidticos, pode
induzir a melhor capacidade funcional da barreira gastrointestinal.

O menor ganho de peso nas aves inoculadas com o probiotico pode ser atribuido a maior
demanda de nutrientes para manter a homeostase frente a inoculacdo das cepas de bactérias

acido laticas (Contini, 2016). A mucosa intestinal reage com reposicdo celular apos ser
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envolvida em processos de agressao externa, onde o consumo de nutrientes oriundos da reserva
energética da ave € acionado para a manutencdo do epitélio intestinal e estruturas anexas de
suporte, podendo chegar a 20% da energia bruta consumida pela ave (Fernandes et al., 2017).
Pode-se inferir também que, nessa idade das aves, relativamente baixa, no momento da
observacéo, os patos ainda ndo podiam mostrar seu desempenho real, uma vez, que a idade para
0 abate é de 90 dias.

Para a variavel conversdo alimentar nessa fase experimental, foi observado diferenca
significativa (p<0,05) entre os tratamentos. O tratamento controle, obteve 0 menor e melhor
resultado, o que significa que patos crioulos submetidos a tratamentos com inoculagdo de
probidticos nessa fase experimental tiveram a pior eficiéncia alimentar, porém ndo houve
diferencas (p>0,05) entre os tratamentos T2 e T3, com a inoculacéo de probidticos. Didari et
al. (2014) descreveram que aves tratadas com probidticos podem apresentar maior demanda
por nutrientes para manter o balangco da homeostase contra a inoculacdo dessas cepas

bacterianas.

Tabela 11 - Desempenho de patos crioulo em confinamento inoculados com diferentes cepas de bactérias acido
lacticas? fase crescimento (36 a 70 dias)

Fase Variaveis? Probidticos p-  CWV,
(T1) Controle  (T2) E. lactis®*  (T3) E.ratti (T4) E. faecium  valor* %

CR 3,69 3,66 3,63 3,74 094 554

Crescimento GP 1,09 1,08 0,98 1,06 0,90 16,47

CA 3,39¢ 3,39¢ 3,702 3,53° 0,05 13,27

1 Todos os dados representam a média de 24 repeti¢des (patos) por tratamento.

2 CR = Consumo de racédo (g/ave). GP = Ganho de peso (g/ave). CA = Conversdo alimentar (g/ave).

3E. = Enterococcus.

4 As médias seguidas de letras mindsculas nas linhas diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). Nao significativo =
p>0,05.

5CV = Coeficiente de variacdo

Fonte: Maquing, L.C. (2024)

Na fase de crescimento (36 a 70 dias) dos patos crioulos inoculados com bactérias &cido
laticas com potencial probidtico, ndo se observou diferenca significativa (p>0,05) para a
variavel CR (Tabela 11). A quantidade de racdo ingerida por animal varia e depende da
qualidade e do manejo aos quais as aves estejam sendo mantidas (Hassan; Komilus, 2020).
Conforme mostrado na Tabela 11, os dados indicam que a inoculacdo de cepas de bactérias
probidticas promoveram um maior consumo de ragao entre os patos crioulos, embora nao

tenham sido observadas diferengas significativas.
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Resultados de estudos realizados pelos pesquisadores Abou-Elnaga et al. (2018) com a
utilizacdo de um probidtico comercial Proact a base de B. subtillis: 1,75 x 1012e B. linchenifomis
1,75 x 1012 obtiveram resultados positivos aos 70 dias de experimento com diferencas
significativas (p<0,05) para a variavel ganho de peso com suplementacéo de 0,75 e 100 g de
Proact/kg de racdo.

Para o GP, também ndo foi possivel observar resultados estatisticamente diferentes
(p>0,05) aos 70 dias. Para CA no mesmo periodo observa-se efeito significativo (p<0,05) entre
o0 tratamento controle em comparacao aos demais. A menor conversao foi mantida no controle
e T2 que foram inoculados por E. lactis, sequidos por T4 e T3. Percebe-se, portanto, que houve
melhora nos grupos inoculados com cepas probioticas, provavelmente devido a eficiéncia dos
processos de digestdo e absorcdo de nutrientes na presenca dessas cepas a nivel intestinal
(Hassan; Komilus, 2020).

O TGl é o local que pode afetar a viabilidade das células BAL. Grande parte das BAL
ndo sobrevive em baixo pH (Lin et al., 2006). A tabela 12, mostra os dados da fase de
terminacgédo do experimento, onde pode-se observar que houve diferenca significativa (p<0,05)
para todos os tratamentos em todas as variaveis analisadas. O menor consumo de racao (p<0,05)
foi alcangado pelas aves que tiveram inoculacéo por E. faecium. Porém, o melhor ganho de
peso, ficou com o tratamento controle, sem inoculacdo de cepas probidticas e os tratamentos
T2, T3 e T4, ndo diferiram entre si (p>0,05) para GP. Avaliando a variavel CA, percebe-se
também que o tratamento controle obteve o menor valor, comparativamente aos tratamentos

com inoculacgdo de solugdo probidtica.

Tabela 12 - Desempenho de patos crioulo em confinamento inoculados com diferentes cepas de bactérias &cido
lacticas? fase terminacéo (71 a 90 dias)

Fase Variaveis? Probidéticos p- C\5,
(T1) Controle  (T2) E. lactis®  (T3) E.ratti (T4) E. faecium  valor? %

CR 2,71b 2,838 2,76b 2,55¢ 0,05 6,84

Terminagao GP 1,002 0,74b 0,78b 0,71f 0,05 244

CA 2,71¢ 3,822 3,54°P 3,59P 0,056 255

1 Todos os dados representam a média de 24 repeti¢des (patos) por tratamento.

2 CR = Consumo de racéo (g/ave). GP = Ganho de peso (g/ave). CA = Conversao alimentar (g/ave).

3E. = Enterococcus.

4 As médias seguidas de letras mindsculas nas linhas diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). N&o significativo =
p>0,05.

5CV = Coeficiente de variacdo

Fonte: Maquiné, L.C. (2024)
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Tabela 13 - Desempenho de patos crioulo em confinamento inoculados com diferentes cepas de bactérias acido
lacticas! durante todo o experimento (1 a 90 dias)

Fase  Variaveis? Probicticos p-  CW,
(T1) Controle (T2) E.lactis®  (T3) E. ratti (T4) E. faecium valor? %

CR 8,65 8,90 8,69 8,77 071 299

Geral GP 3,102 2,81b 2,75P 2,72b 0,06 11,77

CA 2,800 3,172 3,162 3,222 0,06 13,40

1 Todos os dados representam a média de 24 repeti¢des (patos) por tratamento.

2 CR = Consumo de racéo (g/ave). GP = Ganho de peso (g/ave). CA = Conversao alimentar (g/ave).

3E. = Enterococcus.

4 As médias seguidas de letras mindsculas nas linhas diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). Nao significativo =
p>0,05.

5CV = Coeficiente de variacdo

Fonte: Maquing, L.C. (2024)

Ao final dos 90 dias foi observado que a inoculacao das bactérias acido laticas nos patos
crioulos nao influenciaram significativamente (p>0,05) o consumo de racdo (Tabela 13). Esses
resultados podem ser explicados porque as bactérias acido laticas sdo aditivos cujo mecanismo
de agdo € o equilibrio da composigdo da microbiota do trato digestivo. Outro fator que pode ser
atribuido é o contetdo energético e protéico da racdo para os tratamentos, que foram o0s
mesmos, consequentemente, o consumo néo foi afetado estatisticamente (p>0,05).

Roieski et al. (2023) obtiveram resultados contrarios aos resultados dessa pesquisa,
guando utilizaram probiotico a base de Lactobacillus, via gavagem, em frangos de corte
desafiados com E. coli patogénica para aves (APEC), onde o tratamento com o probidtico teve
efeito significativo (p<0,05) sobre as variaveis CR e GP.

No geral, os dados indicam que o maior ganho de peso (p<0,05) foi encontrado no
tratamento controle e que os demais tratamentos com a concentragdo probidtica de 1,5 x 108 de
E. lactis, E. ratti e E. faecium, respectivamente, ndo tiveram diferenca significativa (p>0,05).
Esses resultados sdo diferentes dos encontrados por Lokapirnasari et al. (2022), que em seus
estudos utilizando probidtico contendo L. casei, L. lactis e Bifidobacterium spp., associados a
extrato de M. oleifera na dieta de patos indonésios, obtiveram resultados positivos para ganho
de peso na concentragdo de 1,2 x 10° de probidticos. Porém, semelhantes aos de Khattab et al.
(2021) com suplementacdo de dietas de patos de pequim com probioticos L. acidophilus, onde
ndo houve diferencga significativa com os probioticos visando melhorar o desempenho de
crescimento.

A conversdo alimentar (CA) de todo o experimento obteve diferencga significativa
(p<0,05) entre o tratamento controle frente aos tratamentos propostos, porém, ndo teve

diferenga (p>0,05) entre os tratamentos de aves inoculadas. Os tratamentos com inoculagéo de
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cepas de probiodticos nos patos, ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) entre si. A
CA ¢ influenciada por diversos fatores, que incluem a digestibilidade, qualidade e contetdo

nutricional das dietas das aves, além do ambiente e genética (Lokapirnasari et al., 2022).

5.2.2 Rendimento de carcaca e parametros sanguineos

Os Enterococcus de acordo com Royan (2018) sdo capazes de melhorar o desempenho
e crescimento das aves (Lan et al., 2017; Al-Khalaifah, 2018). Nossos resultados revelaram que
as BAL isoladas do TGI de patos crioulo sdo pertencentes ao grupo Enterococcus e com base
nos estudos in vitro, as BAL identificadas apresentaram alta resisténcia a pH &cido (Sandi et
al., 2019).

Analisando o peso ao abate dos patos ao final dos 90 dias de experimento (Tabela 14),
percebe-se variacdo entre os tratamentos, com diferenca significativa (p<0,05) nessa variavel
analisada. Muito embora o tratamento controle tenha obtido dados substanciosos, o que melhor
respondeu ao abate, foi o tratamento inoculado com cepas de E. ratti (T3), seguido pelo controle
e depois, pelos tratamentos que foram inoculados com E. lactis (T2) e E. faecium (T4), sendo
ligeiramente idénticos. Esses dados estdo de acordo com os encontrados por Alkhalf et al.
(2010) e Thomas et al. (2015), onde relataram que ocorreu efeito benéfico com a suplementagéo

com probiotico, melhorando o peso corporal das aves.

Tabela 14 - Rendimento de carcaca de patos crioulo em confinamento incoulados com diferentes cepas de bactérias
acido lacticas! durante todo o periodo experimental

Andlise  Variaveis? Probicticos - CV
(T1) Controle (T2) E. lactis® (T3) E. ratti  (T4) E. faecium valor? %

PA 3,01 2,982 3,10a 2,81° 0,03 6,09

RC 87,40 87,96 88,02 91,15 0,39 4,62

Rendimentos PT 91,33 91,66 91,33 87,66 043 522

de carcaca Fl 38,66 41,33 40,66 38,33 0,72 13,12

MO 73,66° 80,662 75,00° 72,66° 0,06 8,68

Cco 22,33 21,33 22,33 20,33 052 12,21

PC 2,70° 3,132 2,76° 2,66° 0,05 524

1 Todos os dados representam a média de 8 repeticdes (patos) por tratamento.

2 PA = Peso de abate (kg/ave). RC = Rendimento de carcaca (%). PT = Patas (g). FI = Figado (g). MO = Moela
(9). CO = Coracdo (g). PC = Pancreas (q).

3E. = Enterococcus.

4 As médias seguidas de letras mindsculas nas linhas diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). Nao significativo =
p>0,05.

5CV = Coeficiente de variacdo

Fonte: Maquiné, L.C. (2024)
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A combinacdo de bactérias probidticas com os ingredientes alimentares presentes nas
racdes experimentais pode ter contribuido para melhorar a viabilidade dos microrganismos no
transito gastrico, levando a maior sobrevivéncia a nivel de TGl (Huang; Adams, 2004).

Os efeitos favoraveis das BAL no peso ao abate, do tratamento T3 se mostraram
superiores ao controle T1, ao T2 e ao T4 indicando que pode ter havido aumento da atividade
das enzimas digestivas intestinais e melhor absorcédo de nutrientes no TGI, concordando com
o0s encontrados por Gheisar et al. (2016) e Park et al. (2016).

Os dados remetem que as BAL isoladas de patos domésticos, favoreceram o peso ao
abate (PA) com resultados estatisticamente diferentes (p<0,05) entre o controle e os tratamentos
com probidticos, mas que poderiam ser melhorados com o uso de um consércio dessas
bactérias, devido a elas possuirem sinergismo, sendo mais benéfico do que utilizar cada tipo
separadamente.

Conforme evidenciado na Tabela 14, em relagdo ao PA, indica que essa variavel
apresentou tendéncia linear positiva com a inoculacdo das bactérias acido laticas com potencial
probidtico, nos patos crioulo, e podem ser comparados aos resultados encontrados por
Pourakbari et al. (2016). Yosi et al. (2020) também tiveram peso vivo de patos Pegagan
afetados positivamente (p<0,05) pelos tratamentos de BAL, de acordo com o nivel de
concentracdo, ocorrendo efeito notavel quando os patos receberam 107 UFC/mL.

No rendimento de carcaga (RC) ndo foram obtidos resultados estatisticamente
significativos (p>0,05), porém, os resultados desse trabalho revelam que houveram aumentos
graduais para essa variavel, em comparacao ao grupo controle, ao passo, que se inoculavam os
probidticos nas aves, sendo o0s resultados de carcaca de todos os tratamentos cuja inoculagédo
com cepas de bactérias acido laticas autoctones foi realizada, maiores, indicando que essas
bactérias foram capazes de aumentar o peso e percentual das carcacas de patos crioulo em
confinamento. Esses dados sdo superiores ao encontrados Wawro et al. (2004) que obteve 74%
de rendimento de carcaca em suas aves experimentais.

Abou-Elnaga et al. (2018) e Weis e Hrnyar (2013) e Hassan et al. (2015) também
relataram, ndao haver diferenca significativa em todas as caracteristicas da carcaca quando as
aves foram suplementadas com probidticos. Sihite e Pramono (2022) obtiveram resultados
diferentes estatisticamente em comparacao a este estudo, onde os autores ndo observaram o
efeito (p<0,05) de uma mistura de probidticos de S. thermophillus e B. cereus fornecidos em
agua, sobre o peso ao abate, de patos de Megelang.

Os resultados dos tratamentos que receberam os probi6ticos, alcangando nimeros mais

elevados do RC em relagdo ao grupo controle, evidencia que as BAL inoculadas deram
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resultado positivo em relagdo ao rendimento de carcacga (Kalavathy et al., 2003; Pelicano et al.,
2008), que também obtiveram resultados semelhantes. Ardiansah et al. (2020) encontraram
efeito estatistico (p<0,05) ao fornecer probidtico em p6 e encapsulado para patos locais
indonésios, sobre o rendimento de carcaca. A suplementacdo de bactérias probioticas pode ter
colaborado para aumentar a disponibilidade de proteina desse estudo.

Ainda na tabela 14 dos resultados desse estudo, mostra que houveram diferencas
significativas (p<0,05) para o peso relativo de 6rgaos internos como a moela (MO) e o pancreas
(PC), de patos inoculados com cepas na concentracdo de 1,5 x 108 UFC/mL, semelhante aos
dados encontrados por Zhang et al. (2012), que supdem que a concentracao e as cepas de BAL
sdo cruciais e devem ser consideradas para alcancar desempenho ideal de crescimento.

A anélise estatistica do peso da moela e pancreas teve efeito (p<0,05) entres 0s
tratamentos, indicando que a inoculacdo com as cepas probidticas estimularam esses 6rgaos
internos, diferente dos resultados encontrados por Ardiansah et al. (2020) que néo obtiveram
resultados significativos para 0s mesmos 0rgaos, em seu estudo e diferentes dos achados por
Midilli et al. (2008) que relataram que ndo houve impacto significativo no peso relativo da
moela com o uso de probidticos em frangos de corte. Alguns fatores podem afetar o peso da
moela, como raca, genética, idade, sexo e consumo de racdo. Além disso, alimentar aves com
quantidade maior de racdo do que a necessaria causa digestdo extra e afeta 0 tamanho desse
6rgdo devido ao espessamento do musculo (Tuli et al., 2014).

Os dados deste estudo corroboram com os de Park e Kim (2014), onde o peso relativo
de alguns o¢rgdos internos, como figado e coracdo ndo foram afetados (p>0,05) pela
administracdo de B. subitillis.

Sabe-se que o figado das aves exerce varias fungdes metabdlicas e homeostéticas, que
desempenham um papel importante na digestdo e metabolismo, estabilizando a producéo de
carboidratos, proteinas e lipidios (Denbow, 2015).

Muito embora os dados ndo tenham sido estatisticamente diferentes, percebe-se que as
aves que foram inoculadas com E. lactis (T2), E. ratti (T3) tiveram os maiores pesos de figado
em comparacdo aos demais e esses dados estdo de acordo com estudos prévios com o uso de
probidticos onde foi observado o mesmo comportamento sobre o peso do figado (Reuben et al.,
2022).

Esse entendimento sobre a correlagdo da utilizagdo de um probidtico e 0 aumento do
figado ndo estd bem elucidada, mas Sharma et al. (2022) verificaram que em ratos, a
administracdo de L. casei e B. bifidum, causou aumento do glicogénio no figado, devendo,

portanto, ser a causa do maior crescimento do 6rgao.



67

O uso de BAL como probidticos na producédo avicola tem recebido muita atengéo devido
a sua capacidade de crescer bem em condicdes gastricas adversas e fornecer efeitos benéficos,
como melhor desempenho de crescimento e resisténcia a patdgenos intestinais (EI-Sawah et al.,
2020).

Ao se avaliar a tabela 15, onde estéo apresentados os dados de cortes comerciais dos
patos, percebe-se que para as variaveis PES, COX, PEI e DOR houve diferenca significativa
(p<0,05). Nessa tabela constata-se que os patos crioulos submetidos ao E. faecium (T4)

apresentaram maior (p<0,05) rendimento de peito.

Tabela 15 - Rendimentos de cortes comerciais de patos crioulo em confinamento inoculados com diferentes cepas
de bactérias acido lacticas® durante todo o periodo experimental

Anédlise  Variaveis? Probioticos P CVA
(T1) Controle (T2) E. lactis® (T3) E.ratti  (T4) E. faecium valor* %

PES 11,212 10,49° 9,19¢ 8,91¢ 0,03 13,79

ASA 16,31 16,61 17,03 16,67 0,71 6,21

Cortes COX 13,072 12,66° 9,84¢ 11,59° <0,01 14,96
comerciais SBC 9,20 8,91 10,74 9,27 0,23 17,62
PEI 24,72°¢ 24,67¢ 25,420 27,492 0,04 13,16

DOR 25,49¢ 26,66° 27,782 26,07° 0,056 881

1 Todos os dados representam a média de 8 repeticdes (patos) por tratamento.

2 PES = rendimento de pescogo (%). ASA = rendimento de asas (%). COX = rendimento de coxas (%). SBC =
rendimento de sobrecoxas (%). PEI = rendimento de peito (%). DOR = rendimento de dorso (%).

3E. = Enterococcus.

4 As médias seguidas de letras mindsculas nas linhas diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). Nao significativo =
p>0,05.

5CV = Coeficiente de variacdo

Fonte: Maquiné, L.C. (2024)

Nos resultados dos parametros bioquimicos séricos dos patos crioulo em alojamento
(Tabela 16), foram observados efeitos significativos (p<0,05) do uso de BAL como probidticos
em todas as variaveis analisadas, onde os patos do grupo controle apresentaram maior (p<0,05)
valores de concentracdo de proteina total, enquanto os grupos suplementados com BAL como
probidticos tiveram valores reduzidos e semelhantes entre si, variando de 0,31 a 0,32 g.dL"*.

Isto sugere que a suplementacdo com BAL pode ter reduzido os niveis de proteina total
em compara¢do com o grupo de controle, o que pode estar relacionado com as suas préoprias
propriedades, que incluem melhorar o equilibrio da microbiota intestinal e melhorar a funcéo
da barreira intestinal (Haghighi et al., 2005; Gaggia et al., 2010). Ao fazé-lo, podem facilitar

uma melhor absorcdo e utilizacdo de nutrientes, conduzindo potencialmente a metabolismo
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proteico mais eficiente, resultando em niveis circulantes mais baixos de proteina total, uma vez
que o corpo pode estar a utilizar proteinas de forma mais eficaz para processos fisioldgicos, em

vez de permitir que se acumulem no organismo e corrente sanguinea (Gaggia et al., 2010).

Tabela 16 - Parametros bioquimicos séricos de patos crioulo em confinamento inoculados com cepas de bactérias
acido lacticas autéctones como aditivos probidticos?

Probioticos

o cwv
Variaveis (T1) Controle (T2)_E. (T3) E (T4)_ E. valor p? %
lactis? ratti faecium
Proteinas totais, g.dL! 0,46 2 0,31b 0,320 0,320 0,05 6,22
Triglicerideos, mg.dL! 71,25b 59,07¢ 74,71b 100,87 2 0,05 5,23
Glicose, mg.dL? 165,83° 158,95¢ 163,61° 174,902 0,05 7,15
Colesterol, mg.dL*! 124,87° 109,47¢ 101,32¢ 149,60 @ 0,05 3,07
Albumina, mg.dL? 2,48b 2,510 1,82¢ 3.112 <0,01 2,46

1Todos os dados representam a média de 24 réplicas (patos crioulo) por tratamento.
2E. = Enterococcus.

3 Médias seguidas de letras mindsculas nas linhas diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
4CV = Coeficiente de variacdo

Fonte: Maquing, L.C. (2024)

Por outro lado, os patos crioulos do controle submetidos a E. faecium apresentaram
maiores (p<0,05) concentragdes de triglicerideos, glicose, colesterol e albumina, sugerindo que
a suplementacdo de E. faecium pode ter efeitos metabolicos distintos sobre esses parametros
bioquimicos séricos em patos domésticos. E. faecium é um tipo de bactéria acido lactica
comumente usada como probidtico na nutricdo animal (EI-Sawah et al., 2020).

Embora as BAL sejam geralmente reconhecidas pelos seus efeitos benéficos na sade
intestinal e no bem-estar geral, as alteracdes metabolicas observadas no grupo de controle
levantam questdes sobre as interacdes especificas entre E. faecium e vias metabolicas em patos
crioulos (Alagawany et al., 2018; EI-Sawabh et al., 2020).

Uma explicacdo potencial para o aumento dos niveis de triglicerideos, glicose, colesterol
e albumina poderia ser alteracdes na absorcdo, metabolismo ou utilizacdo de nutrientes
induzidas pela suplementacgéo de E. faecium.

Os probidticos podem influenciar a composicao e atividade da microbiota intestinal, o
que por sua vez pode impactar a absorcao e o metabolismo de nutrientes (Butel, 2014; EI-Sawah
et al., 2020). Mudancas na composi¢do da microbiota intestinal podem potencialmente levar ao
aumento da absorcdo de triglicerideos, glicose e colesterol da dieta, contribuindo para niveis

séricos elevados destes compostos (Didari et al., 2014; Alagawany et al., 2018).



69

6. CONCLUSAO

Das 300 BAL selecionadas para o estudo, nove foram capazes de resistir aos tratamentos
propostos, porém somente oito cepas foram identificadas por técnicas moleculares. Todas
tiveram reducdo da viabilidade nos testes de triagem, dentro do esperado e, foram capazes de
prosseguir para testes in vivo.

As cepas probidticas estudadas, sdo caracterizadas como probidticas autéctones, sendo
compativeis e, apresentando acdo sinérgica para a formulagdo de um consorcio, 0 que pode
servir como um adjuvante potencial para aumentar a salde intestinal de patos domesticos.
Porém estudos adicionais visando esclarecer os mecanismos moleculares de probiose e 0s
efeitos dessas linhagens in vivo devem ser realizados para o desenvolvimento de probidticos
eficazes para a espécie hospedeira alvo.

O uso de BAL autdctones como probioticos nas dietas dos patos crioulos teve efeitos
variados ao longo dos estagios de crescimento, indicando interagdes complexas com a fisiologia
aviaria. Embora nao tenham sido observados impactos significativos no consumo de racéo e no
ganho de peso durante a fase inicial, a conversdo alimentar foi comprometida. O rendimento de
carcaca das aves inoculadas, foi superior quando utilizado E. faecium.

Resultados variados foram observados nos estagios de crescimento e terminacao para
consumo de ragdo, ganho de peso e conversdo alimentar, sugerindo que a cepa e os fatores
ambientais influenciam a eficacia dos probidticos. Algumas cepas, como E. lactis, melhoraram
a conversdo alimentar e as caracteristicas da carcaga, enquanto o E. faecium afetou os
parametros bioquimicos séricos. Estas descobertas destacam a necessidade de sele¢do de
probidticos especificos para cepas e de mais pesquisas para otimizar as estratégias de

suplementacédo de probidticos para a producdo de patos domésticos.
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