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RESUMO

O peso e a qualidade do embrido sdo dados que interferem no desempenho dos pintinhos de
um dia e que podem ser influenciados pela inoculagdo de probiodticos in ovo durante a fase
embrionaria. O presente estudo avaliou o efeito da inoculacao de diferentes cepas de
Bacillus subtilis (BS) no liquido alantdide de ovos embrionados de matrizes poedeiras
comerciais durante a incubac¢do em relagdo ao rendimento de peso e taxa de mortalidade
dos embrides. Foram utilizados 103 ovos férteis de 10 dias de vida em uma incubadora
horizontal. Os ovos foram divididos em nove grupos sendo um grupo controle negativo, um
grupo controle de uma cepa de BS usada no mercado e sete grupos onde foram inoculados
em cada um, uma cepa de BS diferentes isoladas de diferentes origens. Os embrides foram
inoculados com a mesma concentracdo de bactérias via liquido alantdide. Os ovos foram
pesados para obtencao dos pesos absoluto e relativo ao realizar eutanasia com 17 dias.
Durante o estudo foi realizada a contagem dos ovos mortos por ovoscopia diariamente e a
mortalidade foi avaliada aos 17 dias de incubagdo para o indice de mortalidade
embrionaria. Dentre as cepas estudadas, apenas trés apresentaram taxas insatisfatorias de
mortalidade quando comparadas ao grupo controle, e a cepa G apresentou 0% de
mortalidade. Ao comparar o peso dos embrides, todas as cepas se mantiveram na mesma
média, exceto a cepa G que apresentou embrides mais pesados. Ao final da pesquisa,
concluiu-se que a cepa G apresenta bom potencial para utilizagdo como probidtico de
embrides de galinha. Esse trabalho também mostra que o uso de embrides pode ser uma
alternativa para a sele¢do de cepas probidticas para uso em animais.

Palavras-chave: Avicultura. Inoculagdo in ovo. Mortalidade Embrionaria.



ABSTRACT

Embryonic weight and embryo quality are factors that can interfere with one-day-old
chickens’ performance and can be influenced by the inoculation of probiotics at the embryo
stage. The present study aimed to evaluate the effects of inoculating different strains of
Bacillus subtilis(BS) inside the air chamber of eggs descending from commercial broiler
chickens over embryo weight during incubation time and embryo mortality rates. A total of
103 fertile eggs at 10-day-old of incubation were used. These eggs were sorted into different
groups: one negative control group, one control group of a BS strain used in the market and
seven treatment groups, each one of those were inoculated with a different BS strain. All
embryos were inoculated with the same amount of bacteria through the air chamber. The
embryos were weighed to obtain total and relative weight at 17 days old, right before being
put through euthanasia. The embryos’ deaths were evaluated in a daily through ovoscopy and
at 17 days old of incubation in order to calculate the embryonic death ratio. Among the
studied strains, only two presented underperforming mortality rates compared to the control
group, and strain G showed a 0% mortality rate. All strains presented the same embryo weight
ratios, except for strain G, which resulted in heavier embryos. The end of this research
concludes that strain G presents excellent potential to be used as a probiotic for poultry
embryos, requiring further studies to prove such applicability. This work also shows that the
use of embryos can be an alternative for the selection of probiotic strains for use iin ovarn
animals.

Keywords: Aviculture. in ovo inoculation. Embryonic mortality.
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1 INTRODUCAO
Com o avango no desempenho zootécnico dos animais de produgdo, o periodo de

desenvolvimento embrionario das aves domésticas tém se tornado cada vez mais expressivo dentro do
periodo total de criagio (PROCOPIO; LIMA, 2020). Como consequéncia, observa-se uma busca
crescente por inovagdes tecnoldgicas que garantam maior qualidade do embrido e consequentemente
intensificando o desempenho do neonato ap6s a eclosdo dos ovos (PROCOPIO; LIMA, 2020).

Sabe-se que, mesmo antes da eclosdo dos ovos, os pintainhos ja possuem bactérias em seu
trato digestorio (MARTINS, 2019). Essa coloniza¢do precoce pode se dar de diversas formas, visto
que os poros presentes na casca do ovo a tornam permeavel (SOUZA, 2019). Tal colonizagao pode ser
benéfica se envolver agentes indcuos a satde dos pintainhos, mas também pode ser prejudicial caso
ocorra a instalacdo de bactérias patogénicas que podem ocasionar queda de desempenho produtivo ou
até mesmo o Obito nos primeiros dias de vida (MARTINS, 2019).

Durante a incubagdo os probidticos sdo considerados importantes aliados para avicultura, uma
vez que sdo micro-organismos inoécuos e que tém por finalidade evitar o crescimento dos micro-
organismos patogénicos, alterando o microambiente do trato gastrintestinal das aves para favorecer a
proliferagdo de bactérias benéficas e fazendo com que estes animais tenham melhor desempenho em
decorréncia de um melhor aproveitamento da dieta (LOPEZ; ISAZA; ANGEL, 2017).

O emprego dos probidticos € uma medida adotada relativamente a pouco tempo na avicultura,
e pode ser utilizada tanto em animais (nos diferentes estagios de crescimento) quanto in ovo, por meio
da inoculag@o destas bactérias benéficas que irdo compor a microbiota intestinal dos pintainhos e
inibir, por exclusdo competitiva, o crescimento de organismos patogé€nicos, como, por exemplo, a
Salmonella spp. (PANDOLFI; MOTA, 2021). Os principais beneficios da administragdo in ovo sdo o
desenvolvimento da capacidade funcional digestéria e a melhor absor¢do de nutrientes, permitindo que
0 neonato consiga crescer ¢ expressar plenamente o seu potencial genético (PANDOLFI; MOTA,
2021). Desta forma, ¢ de suma importancia explorar os conhecimentos disponiveis acerca da utilizagdo
de probidticos in ovo, além de manter as pesquisas sobre os mesmos e também, sobre sua interferéncia
na mortalidade e desempenho dos embrides (SOUZA, 2019). Diversos géneros bacterianos tém seu
uso como probiotico ja consolidado, dentre eles, o Bacillus spp., incluindo diversas cepas de varias
espécies do género. Algumas bactérias do género Bacillus sdo encontradas em abundante quantidade
no solo, e podem contribuir para o equilibrio da microbiota intestinal das aves e também para a
manutencdo da integridade da mucosa (VLAMAKIS et al., 2013).

Com base no panorama apresentado, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
inoculagdo in ovo de diferentes cepas de B. subtilis (BS) no liquido alantéide durante a fase

embrionaria sobre o rendimento da incubagdo ¢ o peso dos embrides.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Uso de probidticos na avicultura
A preocupacdao com o aumento da resisténcia a antimicrobianos vem ganhando cada

vez mais atengdo da comunidade cientifica e os espacgos de discussao politica ao longo dos
ultimos anos, uma vez que as consequéncias desse processo, tanto para a medicina humana
quanto animal, sd3o graves (BEZERRA et al., 2017).

Na produgdo animal, o uso indiscriminado de antibioticos pode levar a formagao de
uma resisténcia bacteriana. Por esses animais serem destinados ao consumo humano, essas
bactérias e seus genes de resisténcia podem ser transmitidos aos humanos e serem
incorporadas a sua microbiota, causando a resisténcia e reduzindo assim a eficacia dos
antimicrobianos (STANTON, 2013; CHANTZIARAS et al., 2014). Por esse motivo, hd uma
busca tanto pelo uso racional dos antibidticos quanto pela substituicdo desses farmacos por
alternativas que ndo contribuam para a sele¢do de bactérias mais resistentes (RIBEIRO;
CORTEZI; GOMES, 2018).

Como consequéncia dessa nova postura de diligéncia no emprego de antimicrobianos,
surgiram diversas legislagdes e sangdes comerciais para os setores de produgdo animal,
incluindo a avicultura; os antibioticos, antes largamente utilizados para prevencao de doencas
e como promotores de crescimento, passaram a ter seu uso proibido tanto pelos oOrgaos
regulamentadores nacionais como também por 6rgdos de regulamentagdo internacional que
interferem diretamente nas exportagdes do produto brasileiro (BEZERRA et al., 2017). A
Unido Europeia foi a entidade que mais se destacou nesse sentido, estabelecendo rigorosos
padrdes para aceitagdo da carne produzida no Brasil, inclusive proibindo terminantemente a
comercializagdo de carne de animais tratados com antimicrobianos para promog¢do de
crescimento (LOPEZ et al., 2017). Desta forma, tanto para abastecer o mercado interno
quanto o externo, tornou-se urgente o desenvolvimento de estratégias de manejo que
substituam o uso desses antibidticos, fornecendo os mesmos beneficios em termos de
aumento de produtividade (RIBEIRO; CORTEZI; GOMES, 2018).

Uma alternativa ao uso de antimicrobianos e promotores de crescimento na avicultura
¢ a administracdo de probidticos, que contribuem para a producdo de alimentos mais
saudaveis e que nao produzem residuos, além de ndo contribuirem para o processo de
resisténcia antimicrobiana (FREITAS; RABELO; WATANABE, 2014). Os probioticos
consistem em aditivos alimentares compostos por agentes microbianos viaveis que podem ser

administrados com o objetivo de colonizar o trato intestinal dos animais para gerar equilibrio
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entre as diferentes espécies ja existentes na microbiota e garantir uma populacdo capaz de
promover os beneficios esperados sobre o organismo (LOPEZ; ISAZA; ANGEL, 2017).
Esses agentes sdo indcuos a satde do animal e também a saide humana (LOPEZ; ISAZA;
ANGEL, 2017).

As primeiras pesquisas utilizando probidticos em aves mostraram que a
implementagdo deste tipo de aditivo na dieta de aves gerava resultados parecidos aos
anteriormente observados com o uso dos antibidticos como promotores de crescimento,
promovendo melhoria de desempenho dos plantéis (SOUZA, 2019).

Ainda ndo se sabe com certeza por quais mecanismos estes probidticos exercem seus
efeitos, porém algumas teorias t€m sido propostas (SOUZA, 2019). Uma destas teorias
propde que seu mecanismo de a¢do consiste na competicao pelos sitios de ligagdo ou exclusao
competitiva, ou seja, as bactérias probidticas vao ocupar o sitio de ligagdo na mucosa
intestinal e assim, formar uma barreira para as bactérias patogé€nicas, que seriam entdo
excluidas por competirem por espaco (LOPEZ; ISAZA; ANGEL, 2017). Essa barreira fisica
aumentaria de forma rapida a proliferagdo destas bactérias, assim dificultando sua eliminagao
pelos movimentos peristalticos realizados pelo sistema digestorio (PANDOLFI; MOTA,
2021). Outro mecanismo de agdo possivel dos probiodticos ¢ o aumento da imunidade,
elevando os niveis de anticorpos (SOUZA, 2019). Esse estimulo do sistema imunologico esta
relacionado com a ativacao de macrofagos, proliferacdo de c€lulas T e producao de interferon
(LEEDLE, 2000).

A inoculacdo dos probidticos via ovo pode ser considerada uma vantagem para
promover a colonizagdo da microbiota e levar ao estabelecimento da microbiota intestinal

benéfica o mais cedo possivel para os pintainhos (PANDOLFI; MOTA, 2021).

2.2 Inoculacio in ovo
Com as grandes perdas econdmicas causadas pela doenca de Marek na produgao avicola

foi desenvolvida uma nova metodologia que se demonstrou mais eficaz quando comparada
com outras metodologias ja existentes na época, a vacinagdo in ovo (SHARMA e
BURMESTER, 1982). Atualmente essa técnica tem sido utilizada com frequéncia pelos

incubatorios no mundo todo.

A inoculagdo in ovo consiste na introducdo de uma agulha pela casca e suas membranas
até atingir o liquido alant6ide do ovo, disponibilizando a substancia a ser inoculada no interior
do embrido. O método de vacinagdo in ovo se mostrou ndo s6 uma boa técnica para

vacinagdo, como também uma boa alternativa para a inoculacdo de substincias, como os
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probioticos, durante a vida embriondria. Se tornando assim uma interessante medida para
proporcionar o desenvolvimento da microbiota intestinal benéfica antes mesmo da eclosdo, o
que resulta em uma ave menos suscetivel aos desafios sanitarios que poderao surgir ao longo

de sua vida.

A necessidade de suplementacdo extra de nutrientes e outras substancias aditivas nas
aves se faz necessaria para obten¢do de um bom desempenho embriondrio, ja que as aves
realizam seu desenvolvimento inicial de forma separada do organismo materno (WINJEN, et
al., 2020). Portanto, o fornecimento exdgeno de nutriente pela nutricdo in ovo ira suprir a
demanda do embrido, refletindo em um melhor desempenho das aves ap6s a eclosdo
(GONZALEZ e JACKSON, 2020; JHA et al.,, 2019). Podem ser utilizadas diferentes
dosagens e diferentes métodos para administracdo in ovo, variando conforme o tamanho do
ovo, tipo da ave, momento e local de inoculagdo, sendo possivel também realizar o processo
de forma manual ou automatica (PEEBLES, 2018). Portanto ¢ interessante fazer o uso de
nutrientes, assim como de probidticos in ovo (DANKOWIAKOWSKA, et al., 2019) para
suprir as demandas nutricionais do embrido em desenvolvimento e proporcionar para as aves

condigdes favoraveis para expressarem seu potencial produtivo.

2.3 Utilizac¢ao de Bacillus subtilis como probioticos
As principais bactérias utilizadas como aditivos probidticos sdo as que pertencem aos

géneros Bacillus spp, Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp, Enterococcus spp, €
Streptococcus spp, (FREITAS; RABELO; WATANABE, 2014). Dentre os inumeros
produtos disponiveis no mercado para alimentacdo de diferentes espécies animais, a espécie
Bacillus subtilis (BS) ¢ uma comumente utilizada. A espécie ¢ composta por bactérias Gram
positivas, com formato de bastonete, facilmente encontradas na superficie do solo
(VLAMAKIS et al., 2013)

As bactérias do género Bacillus spp., de maneira geral, sdo muito resistentes no meio
ambiente; caracteristicas como sua capacidade de motilidade, produg¢do de biofilme e a
resposta geral ao estresse contribuem para essa resisténcia (HOFFMANN; BREMER, 2011).
O mecanismo principal desenvolvido especificamente pelo BS para aumentar sua sobrevida, ¢
a sua capacidade de realizar esporulagdo (VLAMAKIS et al., 2013).

Diferente das bactérias acido lacticas, as varias espécies de Bacillus spp, nao podem
ser encontradas normalmente no trato digestorio (SUN; WANG; ZHANG, 2010). No entanto,
o BS transita pelo intestino juntamente com o conteido intestinal e sua presenga dificulta,

mediante a exclusdo competitiva ou antagonismo, a permanéncia e fixagdo de micro-
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organismos patogénicos (MARTINS, 2019). A exclusdo competitiva se dd pela aderéncia em
uma maior quantidade de sitios de ligagdo do intestino pela microbiota benéfica desejada,
impedindo que os sitios sejam ocupados por bactérias patogé€nicas. Dessa maneira, a maior
concentragdo da microbiota benéfica também faz com que esta tenha vantagem na competi¢ao
por nutrientes com a bactéria indesejada (CORCIONIVOSCHL et al, 2010); Ja o
antagonismo direto acontece por meio da produgdo de acidos organicos que além de acidificar
o meio inibindo a multiplicagdo de microrganismos patogénicos, sao capazes de atravessar
sua membrana celular, gerando inibicdo do transporte de nutrientes e alteracdo na
permeabilidade da membrana celular, fazendo com que o gasto energético do microorganismo
patogénico seja maior, reduzindo o crescimento celular microbiano. (CHOCT, 2004).

A presenca do BS também diminui a produ¢do de amonia, toxinas e aminas,
contribuindo com a integridade do epitélio intestinal (AVILA; RIGOBELO; MALUTA,
2011). Isso pode ser explicado porque sua presenca tende a influenciar o ecossistema da
microbiota intestinal; capaz de reduzir a emissao de amonia em aves, melhorando a atividade
enzimatica e a utilizagdo de nitrogénio (ZHANG et al., 2013).

Dessa forma, ajudam a manter o equilibrio favoravel da microbiota e modular a
microbiota no trato gastrointestinal (LEE et al., 2010). Alguns estudos sugerem que o BS
possui também um efeito imunoestimulante (VLAMAKIS et al., 2013).

Diante de todos esses beneficios proporcionados pelo BS, estudos mais aprofundados
tém sido realizados para uma maior compreensao sobre seus mecanismos. Essa espécie € uma
das mais utilizadas na alimentacdo animal como aditivo, tornando necessarias novas
tecnologias para a aplicagdo deste probiotico, buscando avangos na saide e no desempenho
animal em todas as fases (SILVA et al., 2021).

Os motivos da escolha de BS para testes em relacdo a inoculagdo de probidticos
através do liquido alantéide de ovos embrionados e seus efeitos no desempenho na produgao
avicola se devem ao fato da facilidade de proliferar no intestino de animais e por serem
seguros na suplementagao animal. Seus mecanismos melhoram a integridade do intestino e a
eficiéncia de absorcao dos nutrientes (SILVA et al., 2021).

Portanto, a administragdo desses micro-organismos pode determinar uma certa
protecdo as aves contra a colonizag¢do por alguns patdogenos, sendo de extrema importancia a
realizagdo de mais estudos sobre a ag¢do produzida por bactérias como BS e as novas

tecnologias para sua administracao (VLAMAKIS et al., 2013).
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2.4 Probioticos para ganho de peso em embrides
Na industria avicola, um dos pontos principais para determinar o retorno econéomico ¢

o nimero ¢ também a qualidade dos pintos produzidos, tornando fundamental a qualidade do
ovo fértil. Uma das caracteristicas zootécnicas mais importantes a ser avaliada é o peso do
ovo, isso porque o pre¢o do ovo incubavel esta diretamente ligado a qualidade do pinto ao
nascer (PROCOPIO; LIMA, 2020).

A sele¢ao do ovo por peso possui alta eficiéncia, devido a correlagdo positiva entre o
peso do pinto ao nascer € o peso do ovo. Ou seja, o peso do pinto ao nascer € proporcional ao
peso do ovo, representando, em média 68,3% do peso do ovo (SOUZA, 2019). Portanto,
pintos nascidos de ovos pequenos foram embrides mais leves e menores quando comparados
com pintos nascidos de ovos grandes (SOUZA, 2019). Varios fatores podem ser responsaveis
pelo tamanho do ovo, tais como a idade do lote, a precocidade do inicio de produgdo, o
manejo da alimentagdo e dos niveis nutricionais, consumo de agua e ragdo ¢ até mesmo a
temperatura ambiente (MARTINS, 2019). Em 1992, foi realizado o primeiro estudo
demonstrando as melhorias no ganho de peso corporal de pintainhos pelo método de
inoculacdo in ovo de um conjunto de aditivos em embrides em incubagdo; a partir dai, varios
outros experimentos comprovaram a eficacia dessa técnica (PANDOLFI; MOTA, 2021).
Estudos também mostraram que pintainhos recém-eclodidos que foram alimentados in ovo
apresentaram seu desenvolvimento funcional parecido com o de pintainhos de dois dias de
idade que consumiram alimento imediatamente ap6s a eclosao dos ovos (MARTINS, 2019).
A nutri¢do in ovo, portanto, € uma técnica recente que visa melhorar o desenvolvimento do
embrido e a qualidade do neonato por meio da ingestdo de substidncias que antecipam o

crescimento intestinal (PANDOLFI; MOTA, 2021).

2.5 Utilizagao de probidticos para reducio de mortalidade embrionaria

A inoculagdao de probidticos em ovos embrionados ¢ uma maneira viavel de se
promover a colonizagdo do trato gastrintestinal das aves o mais cedo possivel (MARTINS,
2019). Estudos realizados em pintos de corte observaram que a inoculagdo de probidticos,
prebioticos e acidos organicos in ovo, ndo prejudicou a eclosdo (PANDOLFI; MOTA, 2021).

Mesmo quando o processo de inoculacdo in ovo € realizado de forma manual,
aumentando o risco de ocorréncia de trincas na casca ¢ de contaminagcdo dos ovos por
bactérias, ndo foram observadas alteragdes significativas nas taxas de mortalidade
embriondria; portanto, a inoculacdo de BS via alantdide ndo afeta a mortalidade embriondria

(PANDOLFI; MOTA, 2021). Os efeitos positivos da alimentacdo in ovo vao além de levar a
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um maior peso corporal; também pode ser observada, na eclosdo uma maior taxa de
eclodibilidade (SOUZA, 2019).

Acredita-se, de maneira geral, que introduzir nutrientes em ovos férteis possa
estimular o desenvolvimento do embrido ainda dentro do ovo, permitindo assim a absor¢ao
desses aditivos pelo menos antes do nascimento (LOPEZ; ISAZA; ANGEL, 2017). A
aplicacdo dessa tecnologia consegue promover um melhor status nutricional ao nascimento,
proporcionando inimeras vantagens nas primeiras horas logo apos a eclosdo, que € o periodo
de maior estresse ao animal por conta da mudanca de ambiente e pela constante manipulagao
(MARTINS, 2019). Dentre essas vantagens, destaca-se o melhor aproveitamento de nutrientes
na alimentagdo, a queda nas taxas de mortalidade de pintinhos em decorréncia de uma

resposta imune mais efetiva e o aumento no desenvolvimento (SOUZA, 2019).
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3 MATERIAL E METODOS
Foram incubados 103 ovos embrionados da linhagem Hy-Line W-36 de poedeiras

comerciais, levados do incubatério da Granja Planalto para o incubatério da Universidade
Federal de Uberlandia. Os ovos foram mantidos em uma incubadora artificial (Premium
Ecoldgica®) na temperatura de 37,5° C (+/-0,5), com umidade de aproximadamente 55% (+/-
3%) mantida com o fornecimento de agua destilada durante todo o estudo. Foi realizada a
pesagem dos ovos por uma balanga de precisdo antes da inoculacao e apos a inoculagdo de
sete diferentes cepas de BS no 10° dia de vida dos embrides. Paralelamente, um grupo
inoculado com uma cepa de BS controle ja utilizada no mercado (Christian Hansen) e um
grupo controle negativo (inoculado com diluente) foram utilizados. O niimero inicial de ovos
de cada grupo foi 15 ovos do grupo controle negativo, 16 inoculados com a cepa Christian
Hansen, 8 com a cepa A, 16 com a cepa B, 8 com a cepa C, 8 com a cepa D, 8 com a cepa E,
16 com a cepa F e 8 ovos com a cepa G. Todos os indculos possuiam concentragdo das cepas
de Bacillus a 10°. Manualmente com seringa e agulha foram realizadas as inoculagdes no ovo
via alantéide. Por fim, foi realizada ovoscopia diariamente com o objetivo de observar a
mortalidade dos embrides ap6s a inoculacdo. Foi realizada a pesagem do embrido
separadamente durante a abertura dos ovos no sétimo dia apds a inoculagdo, (17 dias de

incubagdo). A mortalidade embrionaria também foi avaliada nesse dia.

3.1 Analise estatistica
A andlise estatistica foi realizada de forma qualitativa para o indice de mortalidade. Para
o peso foi realizada a diferenca de médias pelo teste T entre cada cepa testada e também para
a cepa controle Crhistian Hansem. Foi realizada a andlise através do programa Graphpad

prism versao 9.0, considerando uma significancia de 95%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
A taxa de mortalidade dos embrides segue sistematizada conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Mortalidade diaria de embrides de galinha ap6s inoculagdo com BS das cepas Christian Hansen (CR),
A,B,CD,E,FeG.

Mortalidade Controle CR A B C D E F G
negativo
N° de inoculados 15 16 8 16 8 8 8 16 8
Mortos em 24h 1 1 2 0 0 1 1 4 0
Mortos em 48h 0 1 0 0 1 0 0 0 0
Mortos em 72h 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mortos em 96h 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Mortos apos 5 dias 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mortos apos 6 dias 0 0 1 1 0 0 0 0 0
Mortos apos 7 dias 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Total de mortes 1 2 3 1 1 1 3 4 0
% mortos até 24h 6,67 6,25 | 25 0 0 12,5 | 12,5 | 25 0
% mortos apo6s 24h 0 6,25 12,5 6,25 12,5 0 25 0 0

Fonte: Elaboragao propria, 2021.

Dos 15 ovos utilizados no trabalho como controle negativo, um (1) embrido morreu
nas primeiras 24 horas (6,67%). Ja entre os inoculados com a cepa Christian Hansen, bastante
utilizada no mercado de probioticos, apenas dois (2) morreram, sendo um (1) nas primeiras 24
horas e outro apds 48 horas do estudo, totalizando 6,25% de mortalidade em até 24 horas e
6,25% apos as primeiras 24 horas. O resultado obtido com a cepa A, por sua vez, pode ser
considerado negativo para o estudo, uma vez que a mortalidade de ovos inoculados para esta
cepa foi de 3 ovos, sendo que destes 25% morreram nas primeiras 24 horas e 12,5% morreram
apos seis dias da inoculagdo. Ja para a cepa B, do total de 16 ovos embrionados, apenas um
(1) (6,25%) ndo sobreviveu apds os 6 dias. Para a cepa C, um (1) embrido nio sobreviveu as
primeiras 48 horas apds inoculagdo (12,5%) e os demais permaneceram viaveis até o final do
periodo compreendido pelo experimento. A cepa D causou a morte de apenas um (1) embrido
nas primeiras 24 horas apos a inoculacdo (12,5%). O tratamento com a cepa E, por sua vez,
resultou na morte de um (1) embrido nas primeiras 24 horas, e duas (2) outras apds esse
periodo (25%), sendo uma (1) apos 96 horas e uma (1) apos 7 dias. Dos embrides inoculados
com a cepa F, 4 morreram nas primeiras 24 horas (25%), taxa essa, considerada alta e

bastante desfavoravel a aplicacdo desta cepa como probidtico. A cepa G, por fim,
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apresentou a menor taxa de mortalidade, sendo que todos os oito (8) embrides inoculados
sobreviveram até o final do experimento.

Com excecao das cepas A, E e F, que apresentaram taxas de mortalidade consideradas
altas em comparagdo ao grupo controle, todas as demais tiveram bons resultados, com
destaque para a cepa G, que teve 100% de sobrevida. Apesar da técnica utilizada para a
inoculagdo in ovo ter sido aplicada manualmente e em embrides jovens, 0 que aumenta o risco
de aparecimento de trincas nas cascas ¢ leva a uma ocorréncia de contaminagdao dos ovos
embrionados por bactérias (CAMPOS et al., 2011; PLANO, 2005), ndo observamos no estudo
alteracdes significativas nas taxas de mortalidade embrionéria. Portanto, a inoculagdo de BS
nao afetou a mortalidade embriondria.

Os resultados indicam que o processo de inoculagao via liquido alant6éide de fato nao
representou riscos a integridade dos embrides, corroborando com os resultados de Silva et al.
(2021), que indicam a segurancga da utilizacdo de BS em embrides.

Os resultados também indicam que as cepas B, C, D, G tiveram bons resultados em
relagdo a taxa de mortalidade e podem ter viabilidade de aplicagdo em escala industrial,
especialmente considerando-se que os resultados foram semelhantes aos observados para a
cepa Christian Hansen, que ja ¢ utilizada como probidtico comercial com grande aceitagdo de
mercado. Dentre as cepas estudadas, apenas trés apresentaram taxas insatisfatorias de
mortalidade quando comparadas ao grupo controle, e a cepa G apresentou 0% de
mortalidade.

Ao realizar as pesagens, observou-se que todas as cepas obtiveram resultados
semelhantes para o peso do embrido quando comparadas com a cepa Christian Hansen, que ¢
um probidtico ja consolidado no mercado da avicultura, exceto a cepa G, para a qual se

observou embrides com peso significativamente maior (Figura 1).
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Figura 1. Valores médios de peso de embrides inoculados com diferentes cepas de Bacillus subtilis.
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Fonte: Elaboragéo propria, 2021.

Os resultados obtidos podem ser considerados promissores, uma vez que todas as
cepas mantiveram o mesmo peso de embrido que a cepa comercial Christian Hansen, cujo uso
jé& ¢é aprovado e também consolidado na avicultura.

A cepa G, especificamente, apresentou os resultados mais promissores, uma vez que
resultou em 0% de mortalidade ao longo do experimento € que os embrides tratados
obtiveram peso maior, o que ¢ uma vantagem, como colocado por Martins (2019),
considerando-se que o peso do embrido estd diretamente relacionado a um desempenho
superior das aves ao longo da vida. O trabalho desenvolvido por Borges (2015) apontou que a
inoculagdo in ovo do BS com consequente colonizagdo do trato intestinal das aves por este
micro-organismo, além de segura, resulta em maior altura de vilosidades e profundidade de
criptas do duodeno e jejuno dos animais, resultando também em maior consumo de ragao,
melhor conversdao alimentar de frangos aos 21 dias e melhor rendimento de carcaca. Isso
indica que os beneficios se mantém ao longo de toda a vida dos animais e que este aditivo
pode proporcionar consideravel vantagem econdmica aos produtores.

A inoculagdo de substancias e aditivos probioticos via ovo pode apresentar um efeito
positivo interessante sobre alguns fatores importantes, como a eclodibilidade, o
desenvolvimento do trato digestivo, o peso vivo e o estado nutricional (UNI; FERKET, 2004).

Além dos efeitos diretos no uso do BS em embrides ha outro ponto que deve ser
discutido nesse trabalho. Os embrides tem sido usados como modelos para toxicidade e
infecgdes (FONSECA; SILVA; MORAES-RIBEIRO, 2021) e seria interessante o uso desse

modelo para selecdo de cepas probidticas para outros animais da medicina veterinaria e

humana.
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5 CONCLUSAO

A cepa G, especialmente, parece apresentar grande potencial, tendo apresentado taxa
de 0% de mortalidade e resultado em embrides de peso maior do que o observado para a cepa
Christian Hansen, que ¢ um probidtico consolidado na cadeia da avicultura e largamente
utilizado.

O presente trabalho também demonstra que o uso de embrides pode ser uma

interessante alternativa utilizada para selecionar cepas probidticas para utilizagdo em animais.
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