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RESUMO

O estudo avaliou o efeito dos probidticos Lactiplantibacillus plantarum (LP) em embrides de
galinhas desafiados com Escherichia coli patogénica aviaria (APEC) e sua influéncia na
qualidade dos pintinhos. Os embrides da linhagem Ross, com 18 dias de desenvolvimento,
foram inoculados com APEC e divididos em trés grupos com 25 ovos: (i) Controle positivo,
inoculado apenas com APEC; (ii) Controle Negativo inoculado com salina 0,85%; (iii) grupo
teste, inoculados com APEC E L.plantarum aos 19 dias de incubagdo. Apds a eclosdo, os
resultados mostraram que a mortalidade foi de 0% (0/25) no grupo controle negativo,
48,14%(12/25) no controle positivo e 44,44%(11/25) no grupo tratado com LP. Embora nao
houvesse diferencga significativa na mortalidade entre os grupos infectados, a qualidade do
umbigo apresentou resultados distintos: 78%(19/25) dos pintinhos do controle positivo
apresentaram umbigo mal cicatrizado, enquanto 30,76% (7/25) dos tratados com LP ndo
apresentaram esse problema. Esses dados sugerem que a administragdo de LP pode melhorar a
qualidade do pintinho ao reduzir a incidéncia de umbigos mal cicatrizados em embrides
infectados por APEC. Os achados indicam que o uso de probidticos como LP pode ser uma
estratégia promissora para mitigar os efeitos adversos da infec¢do por APEC em embrides de
galinhas, contribuindo para a satude e qualidade dos pintinhos apds a eclosao

Palavras-chave: colibacilose, inoculag¢do in ovo, probiotico



ABSTRACT

The study evaluated the effect of the probiotic Lactiplantibacillus plantarum (LP) on chicken
embryos challenged with avian pathogenic Escherichia coli (APEC) and its influence on chick
quality. Ross-line embryos, with 18 days of development, were inoculated with APEC and
divided into three groups of 25 eggs each: Positive Control, inoculated with APEC only;
Negative Control, inoculated with 0.85% saline; and Test Group, inoculated with APEC and L.
plantarum. After incubation until the 21st day, results showed mortality rates of 0% (0/25) in
the negative control group, 48.14% (12/25) in the positive control, and 44.44% (11/25) in the
group treated with LP. Although there was no significant difference in mortality between the
infected groups, the navel quality showed distinct outcomes: 78% (19/25) of chicks in the
positive control group had poorly healed navels, whereas only 30.76% (7/25) of those treated
with LP presented this issue. These data suggest that LP administration may improve chick
quality by reducing the incidence of poorly healed navels in embryos infected by APEC. The
findings indicate that the use of probiotics such as LP may be a promising strategy to mitigate
the adverse effects of APEC infection in chicken embryos, contributing to the health and quality
of chicks after hatching

Keywords: colibacillosis, in-ovo inoculation, probiotic
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1. INTRODUCAO

Escherichia coli (E. coli) ¢ uma bactéria gram-negativa pertencente a familia
Enterobacteriaceae, que integra a microbiota de diversas espécies animais, incluindo aves. Até
a década de 1950 as E. coli eram considerada ndo patogénica contudo, algumas cepas
patogénicas podem ocasionar infec¢des graves (Olsvik, ef al.1991). As E. coli sdo amplamente
reconhecidas por sua adaptabilidade e versatilidade patogénica, sendo capaz de causar diversos
tipos de infecgdes em humanos e outras espécies, tanto intestinais quanto extraintestinais. As
cepas de E. coli responsaveis por doengas intestinais pertencem ao grupo IPEC (E. coli
patogénica intestinal), enquanto as que provocam infecgdes fora do trato intestinal sdo
classificadas como EXPEC (E. coli patogénica extraintestinal) (Riley, 2020). No grupo ExPEC,
destaca-se a Avian Pathogenic E. coli (APEC), responsavel por diversas infec¢des locais e
sistémicas em aves, incluindo frangos, perus e patos (Dho-Moulin; Fairbrother, 1999). As lesoes
mais comuns associdadas a colibacilose, causadas pela APEC, incluem peri-hepatite,
aerosaculite, pericardite, peritonite de ovo, salpingite, coligranuloma, onfalite, celulite e
osteomielite/artrite. A APEC também ¢ associada a sindrome da cabeca inchada em galinhas e
ao complexo de osteomielite em perus. (Dziva; Stevens, 2008).

A Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC) afeta todas as etapas da producao avicola
e ¢ uma das principais causas de mortalidade, além de provocar a redugdo da produtividade nas
aves afetadas, incluindo diminuicao nas taxas de incubagao e na producao de ovos, bem como
um aumento na condenacgdo das carcacas durante o abate. Essas consequéncias resultam em
perdas economicas significativas para a avicultura mundial (Kathayat, ef al. 2021). A situagao
se agrava com aumento da resisténcia aos antimicrobianos e a capacidade zoonotica desse
patogeno evidenciando a necessidade de controlar a APEC tanto para a satde e produgdo
avicola quanto para a saude humana. Estudos recentes indicam que cepas isoladas de APEC
provenientes da produ¢do de frango de corte, que tém a capacidade de infectar humanos, ja
apresentam resisténcia a fluoroquinolona e quilonona, antimicrobiano classificado como critico
e clinicamente importante para medicina humana pela Organizagdo Mundial da Saade (WHO,
2017), o que pode tornar o tratamento extremamente dificil caso infectem humanos (Szmolka,
2013; Aworh, et al. 2023).

Em patdgenos isolados de aves comerciais com suspeita de colibacilose, observou-se
que 94% das APEC apresentaram resisténcia em trés ou mais dos antimicrobianos testados.
Isso pode resultar em resisténcia cruzada com outras enterobactérias, representando um risco

significativo tanto para aves quanto para seres humanos (Subedi et al., 2018). Uma das


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Szmolka%20A%22%5BAuthor%5D

alternativas ao uso de antimicrobianos usados de forma preventiva sdo os probioticos, descritos
como micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficios a saude do hospedeiro (FAO, 2018). O uso de probidticos apresenta beneficios mais
evidentes em frangos submetidos a condigdes de estresse, como infecgdes, do que em aves
mantidas em condi¢des ideais. Esse efeito ¢ semelhante ao observado com os melhoradores de
desempenho a base de antimicrobianos. Frangos infectados experimentalmente e
suplementados com probidticos apresentam melhorias na taxa de conversdo alimentar (Shini e/
al. 2020).

Uma espécie probidtica promissora contra a APEC € o Lactiplantibacillus plantarum
(LP) que algumas cepas tem demonstrado beneficios significativos no desempenho de
crescimento e na saude intestinal das aves. Estudos atuais exemplificam que a adi¢ao de certa
cepa de L. plantarum a dieta de frangos de corte pode melhorar o ganho de peso didrio e a taxa
de conversdo alimentar, além de promover a homeostase microbiana intestinal e prevenir
infecgdes por patogenos (Peng ef al., 2016). Um estudo especifico avaliou a cepa GX17 de LP
como um aditivo alimentar em pintinhos de um dia, que apresentaram melhorias significativas
na resposta imune humoral e na fung¢do da barreira intestinal, e aumentou o efeito imunologico
das vacinas contra a doenga de Newcastle e a gripe aviaria. (Yin et al, 2023).

A suplementagdo de probidticos em embrides tem sido estudada como uma estratégia
para melhorar o desempenho das aves comerciais. Estudos demonstraram que a aplicagao de
probioticos via spray no décimo oitavo dia de incubagdo resulta em pintinhos mais ativos e
alertas, com olhos abertos, corddo umbilical cicatrizado, bem desenvolvidos ¢ sem inchaco ou
lesdes nos tarsos e na pele (Gao, et al. 2024). Esses resultados tornam o uso de LP uma
alternativa para os produtores que buscam praticas mais sustentaveis e seguras na avicultura.
Logo, se destaca como um aditivo alimentar promissor na produgao avicola, contribuindo para
o aumento do desempenho produtivo e da saude intestinal das aves, ao mesmo tempo em que
oferece uma potencial alternativa aos antimicrobianos.

O presente estudo avaliou se o LP 01UNICLON inoculado em embrides de galinhas

infectados com APEC ¢ capaz de melhorar a viabilidade e qualidade de pintinhos ao eclodir.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Escherichia coli

A Escherichia coli é uma bactéria gram-negativa da familia Enterobacteriacea que esta
presente na microbiota de diversas espécies animais desde aves até mamiferos. Uma pequena
parte de suas cepas € classificada como patogénica e a maioria ¢ apatogénica, sendo que ambas
podem conviver em harmonia no mesmo individuo sem causar danos a sua saude (Marietto-
Gongalves, 2010). Dentre as principais cepas patogénicas desse grupo, pode-se citar E. coli
Enteropatogénica (EPEC), E. coli Enterotoxigénica (ETEC), E. coli Enteroinvasora (EIEC), E.
coli Enterohemorragica (EHEC) ou E. coli Produtora da Toxina de Shiga (STEC), E. coli
Enteroagregativa (EAEC) e E. coli Aderente Difusa (DAEC). (Croxen;Finlay, 2010;
MIRSEPASI-LAURIDEN et al. 2019).

As E. coli com habilidades de causar infeccdes extra intestinais sao denominadas
Extraintestinal Pathogenic E. coli (EXPEC). Dentre suas patogenias, pode-se citar infec¢des
urinarias, meningites, infec¢des de peritonio e pulmdes. Dentre as cepas de EXPEC, tem-se a
denominada Avian Pathogenic Escherichia Coli, responsavel por causar colibaciloses em
produgdes avicolas, o que resulta em grandes prejuizos econdmicos na area. Devido a isso,
varios métodos foram criados para tentar controlar a incidéncia de infec¢ao de E. coli em granjas

avicolas (Dale; Woodford, 2015).

2.2. Avian pathogenic escherichia coli

A APEC ¢ a principal causa de perdas econdmicas na producao industrial de carnes e
ovos de aves. Responsavel por causar aerossaculite, pericardite, peritonite, salpingite, sinovite,
osteomielite ou infecgdes do saco vitelino (Dziva, 2008). A forma mais comum ¢ a infec¢ao do
trato respiratorio, frequentemente seguida de septicemia. Os fatores de viruléncia descritos até
agora para APEC sao adesinas (F1 AC/I, fimbrias curli e P) (Dziva; Stevens, 2008), sistema
sequestrador de ferro aerobactina, yersiniabactina (Sarowska, et al. 2019) capsula K1(Zhuge,
et al. 2016), proteinas de membrana externa (Pilatti, et al. 2016), produgao de colicina(Hayashi
et al. 2016) e hemolisina (Murase, ef al. 2016) (Kathayat et al., 2021). Devido as grandes perdas
econdmicas e de animais, foram realizados diversos estudos para tentar controlar essa doenga

na granja. (Christensen, et al. 2021).

2.3. Antimicrobianos na avicultura
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Ha muito tempo o uso de antimicrobianos vem sendo utilizados na ra¢do em granjas na
avicultura como uma estratégia para a prevengdo de infeccdes e doencas contagiosas além de
aumentar o desempenho dos animais e usado como fator de crescimento (Scicutella et al.,
2021). Contudo, a medida que o tempo avangou, determinadas bactérias adquiriram resisténcia aos
antimicrobianos. Devido a esse fato alguns paises baniram o uso desses fatores de crescimento,
como fez a Unido Europeia (European Comission, 2005). Essa medida permitiu o
desenvolvimento de outras técnicas para controle de patogenos como aumento do controle de
biosseguridade, controle da cadeia produtiva da granja monitorando os casos desde a incubacao
dos ovos, controle de entrada e saida de funcionarios, auxilio de vacinas para a prevengao € o
uso de probidticos (Christensen et al. 2021). Dentre o grupo de bactérias resistentes ao
antimicrobianos encontramos a APEC. Em um estudo realizado no Nepal em 2018, a APEC se
mostrou resistente a antimicrobianos como: ampicilina, co-trimoxazol, doxiciclina, colistina,

amikacina e nitrofurantoina (Subedi et al., 2018).

2.4. Probidticos na avicultura

O uso de probidticos na avicultura ¢ uma das alternativas exploradas em consequéncia
ao aumento da resisténcia aos antimicrobianos (Kabir, 2009). Dentre as alternativas estudadas
0 uso de probidticos se apresentou uma boa op¢ao. Sao micro-organismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro
(FAO,2018). Em teste relaziado em pintinhos de frango de corte, o uso de probidticos
resultaram na producao de acido lactico, acético e propidnico que sao conhecidos por reduzirem
as taxas de microrganismos patdogenos no intestino. O Lactiplantibacillus plantarum e o
Lactiplantibacillus salivarius, quando administrado junto a dieta dessas aves foram
responsaveis por diminuir o pH do ambiente intestinal reduzindo significativamente a
quantidade de patogenos e entre eles a E.coli (Blajman, et al.2015). Devido a isso, o uso de
probioticos pode ser relevante na producdo avicola, proporcionando alternativa ao uso de

antimicrobianos na redugdo de microrganismos patogénicos como APEC (Blajman, ef a/.2015).

2.5. Lactiplantibacillus plantarum
Lactiplantibacillus plantarum ¢ uma bactéria probidtica gram-positiva e anaerobica

facultativa que produz écido lacteo como resultado da sua fermentagdo. Possui grande
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capacidade de adaptacdo e diversidade para realizar sua via metabolica. Essa bactéria ja ¢
amplamente usada para produg¢ao industrial de produtos lacteos, ragdes, conservagdo de carnes,
vegetais e fabricacdo de vinhos (Seddik et al., 2017). Estudos recentes mostram que ao
administra-la via oral como probi6tico em frangos de corte aumentou seu desempenho e reduziu
significativamente a contagem intestinal de E. coli (Wang,et al. 2023). Outro estudo mostrou
que LP aumentou a relagdo entre o comprimento das vilosidades e a profundidade das criptas
intestinais, aumentou a expressao de genes relacionados a barreira intestinal, como claudinas
(CLDN) e da mucina MUC2. Além disso, o uso do probidtico aumentou o desempenho de
frangos de corte reduzindo a taxa de conversdo alimentar devido a regulagdo dos
microrganismos no ceco, aumentando a populagao de Lactiplantibacillus e Bifidobacterium que
diminuem a quantidade de E. coli nos intestinos das aves (Abd El-Hack et al. 2020; YIN et al,
2023; Abou-Kassem et al. 2021.).
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3. METODOLOGIA

O experimento foi conduzido em dois locais distintos: Laboratério de Doengas
Infectocontagiosas (LADOC), Laboratorio de Incubacao de Aves (LIAVE), todos localizados
na Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Foram utilizados embrides de galinha (EG) da

linhagem Ross, recebidos com 16 dias de desenvolvimento embrionério (DDE).

3.1. Inoculacio e incubacio

Os ovos foram recebidos no LIAVE com 16 dias de desenvolvimento embrionario
(DDE), pesados e identificados. Os embrides foram dividos em trés grupos com 25 embrides
em cada: (1) controle positivo (CP) inoculado apenas com APEC; (ii)) grupo teste inoculado
com APEC e tratado com LP; (iii) controle negativo (CN) inoculado com salina 0,85%. Aos 18
dias de incubagdao os grupos infectados (CP e grupo teste) foram inoculados por meio da
membrana da casca (MC) com APEC a uma concentragdo de 10° UFC/mL (equivalente a 10?
UFC/EG). Os 25 embrides do grupo CN foi inoculado com 100uL de salina (diluente da APEC).
Apbs a inoculagdo, os embrides foram colocados em uma incubadora automatica (Premium
Ecologica®), onde foram mantidos a uma temperatura de 36,5°C e umidade relativa de 55%.
Aos 19 DDE, os 25 embrides do grupo teste foram inoculados com LP a 10° UFC (ou 10° log
UFC/EG) via dmnio. O CN e o CP receberam solucdo salina a 0,85% via amnio. O
acompanhamento dos embrides foi realizado diariamente por ovoscopia até a eclosao, que

ocorreu aos 21 DDE.

3.2. Eclosao e analise

Apds o nascimento, os pintinhos permaneceram na incubadora até que as penas
estivessem completamente secas. Ovos ndo eclodidos foram quantificados. Em seguida, foi
realizada a sexagem e uma avaliacio cuidadosa para identificar possiveis sinais de
anormalidade, como comportamento sonolento, penugem encrostada, lesdes articulares,
penugem excessivamente branca, abdome e/ou cloaca emplastados, presenca de cordao
umbilical, olho melado, pernas desidratadas, falhas na penugem e penugem de coloragdo
esverdeada.

Os pintinhos que ndo apresentaram alteragdes significativas ou que apresentavam
apenas leves modificagdes no olho, penugem, bico, pescoco e sistema locomotor, com umbigo

normal ou contendo um pequeno residuo de até 2 mm, pernas hidratadas ou levemente
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desidratadas, abdome firme e sem emplastamento, foram considerados de boa qualidade.
Posteriormente, os pintinhos foram pesados, anestesiados com xilazina (0,4 mg/kg) e quetamina

(100 mg/kg) e submetidos a eutandsia por deslocamento cervical.

3.3. Analise estatistica
Para anélise estatistica dos parametros observados, foi realizado o teste do qui-quadrado
seguido pelo binomial entre duas proporcdes. Foi utilizado o GraphPad Prism 8 software

(GraphPad Software, Inc., USA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A mortalidade foi de 0% (0/25) no controle negativo, 48,14% (13/25) no controle
positivo e 44,44% (12/25) nos desafiados com APEC e tratados com LP ndo havendo diferenca
entre o grupo CP e tratado com LP. Os resultados corroboram estudos que indicam que a APEC
¢ responsavel pelo aumento da taxa de mortalidade em embrides de frangos comerciais e
ressaltam a importancia de medidas preventivas, como o monitoramento da colibacilose em
matrizes ¢ a adoc¢do de técnicas eficazes de descontaminagdo de ovos, incluindo luz UV,
irradiagdo de elétrons de baixa energia, explosdes rapidas de vapor em frequéncia ultrassonica,
peroxido de hidrogénio, 0zonio e acido peracético (Christensen, ef al. 2021)

Houve uma diferenca importante na qualidade de cicatrizagdo do umbigo, com 78%
(11/14) de umbigos mal cicatrizados no controle positivo, em comparagao a 30,76% (4/13) nos
desafiados com APEC e tratados com LP mostrados na figura 1. Esses resultados sugerem que
a administracdo de LP em embrides infectados com APEC pode melhorar a qualidade dos

pintinhos, reduzindo a incidéncia de umbigos mal cicatrizados.

Figura 1. Porcentagem de problema de umbigo em embrides infectados com Avian pathogenic
E.coli e tratados com Lactiplantibacillus plantarum
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CP (controle positivo), APEC (Avian pathogenic Escherilichia coli), LP (Lactiplantibacillus plantarum), CN (controle negativo).
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O LP administrado como suplemento na ragdo, desde o nascimento até os 42 dias de
desenvolvimento, em aves contaminadas com APEC por via oral apds a eclosdo. Os pintinhos
infectados que receberam o tratamento com o probidtico apresentaram melhorias nos
indicadores de desempenho corporal (HASHEM et al. 2022).

Efeito similar ao descrito no pardgrafo acima foi observado em aves que foram
contaminadas oralmente com 1 x 108 UFC de APEC no dia 7 de desenvolvimento e alimentadas
com farelo de milho com adigdo de LP a partir do nascimento. Durante o periodo de 22 a 42
dias, a taxa de conversdo alimentar e o ganho médio de peso diario foram significativamente
melhores em comparacdo com as aves contaminadas com APEC, mas sem a suplementacao do
probiotico, o que sugere um efeito positivo LP em aves adultas (FOLTZ et al. 2017).

A utilizagdo de probidticos in ovo durante a incubagdo € uma técnica que tem mostrado
resultados promissores, especialmente com probioticos do género Lactiplantibacillus. Um
estudo observou que a administragdo de LP aumentou em 8% o peso relativo do embrido e
proporcionou um incremento de 18% no peso do musculo do peito apds 19 dias de
desenvolvimento. Efeitos semelhantes foram observados com o uso de Lactiplantibacillus
paracasei, que resultou em um aumento de 12% no peso do musculo do peito e de 17% no peso
dos musculos das pernas, também apos 19 dias de desenvolvimento (Muyyarikkandy et al.
2023).

O presente estudo corrobora com os resultados de pesquisas anteriores, evidenciando
mais uma vez os beneficios dos probidticos em diversas fases da producdo avicola. Além de
sua utilizagdo como parte da suplementagdo da dieta para melhorar o desempenho, os
probioticos administrados in ovo demonstram potencial para melhorar a qualidade dos

pintinhos, possivelmente promovendo efeitos benéficos durante o desenvolvimento das aves.
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5. CONCLUSAO

Os resultados indicam que, embora a administracdo de LP em embrides infectados com
APEC nao tenha reduzido sua mortalidade, houve uma melhora significativa na cicatrizagdo
do umbigo. A redu¢do no indice de umbigos mal cicatrizados sugere um efeito positivo de LP
na qualidade dos pintinhos, destacando o seu potencial como uma interveng¢dao benéfica para

reduzir complicagdes associadas a infec¢dao por APEC.
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