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1. INTRODUCAO

O Brasil é segundo maior produtor e maior exportador de carne de frango
do mundo (ABPA, 2023), consolidando-se como uma poténcia na industria
avicola. O sucesso da producao de frangos de corte esta diretamente relacionado
com a sanidade e o bem-estar do lote, portanto o surgimento de novas ideias é
imprescindivel para o aperfeicoamento da producéao.

Algumas das principais enfermidades que acometem a avicultura de corte
atualmente sdo causadas pelas bactérias do género Salmonella sp., e se tratando
de uma zoonose, passa a ser uma barreira ao comércio internacional (PICKLER
et al., 2012). Outro género importante na producdo avicola € a Pasteurella
multocida, causadora da célera aviaria, doenca que afeta o trato respiratorio e que
traz grandes prejuizos a producéo (BAKSI et al., 2018).

O uso de probidticos se tornou uma ferramenta para aprimorar 0 sistema
de producéo, estes, sao classificados como microrganismos nao patogénicos com
capacidade de melhorar a estrutura intestinal e aumentar a imunidade dos
animais (RAJPUT,; LI, 2012). Em decorréncia disso, esse efeito pode melhorar o
desempenho e a saude do animal, trazendo vantagens no sistema de producéo.

As leveduras sado microrganismos pertencentes ao reino Fungi, sendo
Saccharomyces o género principal entre elas (RAJPUT et al., 2013). Visto isso,
Saccharomyces boulardii € uma das espécies que vem sendo utilizada como
probiodtico para melhorar a saude intestinal, trazendo resultados para a producéo
(SOUZA et al., 2021).

Outra razdo para 0 uso de probidticos é sua funcdo de estimular o sistema
imunoldgico das aves, sendo também uma alternativa ao uso de antibiéticos para
combater agentes patogénicos que causam doencas (BRISBIN et al., 2011). Além
disso, o uso de probidticos também pode modular a resposta imunologica de
vacinas comerciais.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta humoral e
celular de frangos de corte vacinados contra cOlera e tifo aviario e suplementados
com dietas contendo Saccharomyces boulardii.

2. METODOLOGIA

O trabalho foi conduzido no Laboratdrio de Ensino e Experimentacao
Zootécnica Prof. Renato Rodrigues Peixoto, do Departamento de Zootecnia da
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Universidade Federal de Pelotas. Todos os protocolos foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPel (CEEA: 9053).

Foram utilizados 45 pintos de corte, com 1 dia de idade, da linhagem
comercial Cobb. Os animais foram distribuidos em 3 grupos, contendo 15 animais
em cada: T1 — vacinados e ndo suplementados; T2 — vacinados e suplementados
com Saccharomyces boulardii e T3 — ndo vacinados e ndo suplementados.

As dietas, a base de milho e farelo de soja, foram adicionadas da levedura
on-top na mistura dos ingredientes, sendo 1L de levedura para cada 100 kg de
racdo, resultando na concentragéo final de 1x10” UFC/g de ragéo, suplementadas
durante todo periodo experimental.

Os animais foram vacinados com uma vacina comercial contra colera e tifo
aviario (Pasteurella multocida e Salmonella gallinarum). Amostras de sangue para
obtencéo do soro foram coletadas a partir de puncao na veia ulnar nos dias 0 e 21
apos a vacina.

A resposta imune humoral foi avaliada através de ensaio imunoenzimatico
(ELISA). Para isso placas de 96 cavidades (CRAL® Brasil) foram sensibilizadas
com a vacina comercial diluida em tampao carbonato bicarbonato, e incubadas
por 1h e 30 min a 37°C. Os soros coletados foram diluidos 1:100 e adicionados
nas placas em duplicata. A seguir foi adicionado o anticorpo conjugado anti-IgY
de galinha, diluido em 1:4000 em PBS. Por fim, foi adicionado 100uL de solucao
de revelacdo (10mL de tampdo para substrato, 0,004g de Ortho-
Phenylenediamine (Sigma-Aldrich) e 15uL de H202). As placas foram incubadas
por 15 min no escuro a temperatura ambiente, e posteriormente para interromper
a reacao foram adicionados 50uL por cavidade de H2SO4 3%. Entre cada etapa as
placas foram lavadas 4X com PBS-T. As absorbancias foram medidas em leitor
de microplacas EZ Read 400 (Biochrom, UK) com filtro de 492 nm.

Para a resposta imune celular foi realizado o cultivo de esplendcitos a partir
do baco dos frangos. Foram feitos dois diferentes estimulos in vitro: vacina e
Concanavalina A (controle). Com 24 h de estimulo, foi realizada a coleta das
células e extracdo de RNA das amostras a partir do protocolo do Trizol (Sigma-
Aldrich) e sintese de cDNA para a realizacédo da técnica de qPCR com o0s primers
para IFNy, IL2, IL17A, IL12, IL22 e B-actina como controle enddgeno.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Graphpad
Prism® 8.0.1. Os valores médios dos niveis de IgY obtidos por ELISA indireto
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA de uma via), diferencas entre as
meédias foram analisadas pelo teste de Tukey. As diferencas entre os niveis de
transcricdo de citocinas dos grupos vacinados e nao vacinados foram analisadas
pelo teste t de Student.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A suplementagcdo com o probidtico acentuou a resposta a vacina contra a
célera e tifo nos frangos de corte (Figura 1), o grupo suplementado apresentou
maior niveis de anticorpos quando comparado ao grupo nao suplementado. Esse
resultado corrobora com os encontrados por SANTOS et al., 2021 e ROOS et al.,
2010, onde relataram que a suplementacdo com Saccharomyces boulardii
incrementou na resposta imune frente a diferentes vacinas em ovinos, e com
NARI et al., 2020 em que observaram um aumento no nivel de anticorpos contra o
virus da bronquite infecciosa em frangos de corte utilizando Saccharomyces
boulardii como suplementacéo.
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Figura 1: IgY total especifica contra a vacina comercial de coélera e tifo aviario. Os
dados representam a média das absorbancias (+/- desvio padrdo) de IgY em
frangos de corte suplementados com Saccharomyces boulardii e controles
vacinados ou ndo contra colera e tifo. O cut-off foi determinado na média dos
valores obtidos no dia 0 mais 3 vezes o desvio padrdo. Médias seguidas de letras
distintas indicam diferenca significativa (p<0,05).

A IL2 teve um aumento de aproximadamente 15 vezes no grupo nao
vacinado em relagdo ao grupo vacinado (Figura 2), a transcricdo das citocinas
IL17A, IL12 e IL22 foram superiores 2.4, 6.0 e 1.9 vezes respectivamente quando
comparados ao grupo nao vacinado. As citocinas IL17A, IL22 e IL12 tem funcbes
pré-inflamatérias, sinalizando e recrutando células do sistema imune. A
transcricdo de IFNy néo diferiu entre os grupos.
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Figura 2: Transcricdo relativa das citocinas IFNy, IL2, IL17A, IL12 e IL22 em
esplendcitos de frangos de corte nos grupos suplementados com S. boulardii e
vacinados com vacina comercial contra cOlera e tifo aviario e suplementados com
S. boulardii ndo vacinados. As células foram estimuladas in vitro com o antigeno
vacinal e a linha de cut-off foi tracada em 1 que representa as células sem
estimulo. (*) = diferenca significativa.



v 9: SEMANA ) , i
INTEGRADA XXV ENPOS — ENCONTRO DE POS-GRADUACAO
4

OERELS2023

4., CONCLUSOES

Os frangos de corte vacinados e suplementados com Saccharomyces
boulardii apresentaram niveis de anticorpos significativamente (p<0,05) superior
ao grupo nao suplementado. A transcricao relativa das citocinas demonstram a
ativacdo de resposta celular. Assim, os resultados sugerem que a suplementacao
teve efeito imunomodulador a nivel humoral e celular na resposta vacinal.
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