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RESUMO

GUIMARAES, EBB. Efeito da inclusdo de duas cepas de levedura no
desempenho produtivo de leitdes desafiados com E. Coli F4 na fase de
creche. 2021. 67 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2021.
Objetivou-se com esse estudo avaliar duas cepas de levedura Saccharomyces
cerevisae, em relacdo ao desempenho produtivo e aos parametros da saude
intestinal de leitdes desafiados com E. coli F4. O experimento foi realizado
utilizando delineamento em blocos casualizados (peso inicial e sexo) com 12
repeticbes e quatro tratamentos, assim distribuidos: controle sem desafio (CS),
cepa de levedura 1 com desafio (LY1), cepa de levedura 2 com desafio (LY2) e
controle desafiado (CD). Foram utilizados 192 leitbes (machos castrados e
fémeas) de linhagem genética Choice Genetics, desmamados aos 24 dias de
idade, alojados durante a fase de creche, por 42 dias experimentais, divididos
em trés periodos de acordo com as trocas de racao. As leveduras foram incluidas
na dieta em substituicdo ao material inerte (caulim) durante todo o experimento.
No oitavo e nono dia de experimento, os animais desafiados receberam 1 ml de
E. coli F4 a uma concentragdo de 108 UFC. J& no décimo sétimo dia, foram 2 ml
a uma concentracdo de 10° UFC. Os animais do tratamento sem desafio
receberam a respectiva quantidade de solucao salina. Os leitdes do tratamento
LY1 apresentaram (P<0,05) peso vivo superior em 7%, ganho de peso diario
13% maior, melhor eficiéncia alimentar em 9,5% e maior consumo de racao
diario em 12% nos primeiros 28 dias pés-desmame, quando comparado aos
animais CD. No entanto, ndo houve efeito das cepas de levedura na ocorréncia
de diarreia pés-desmame, nos parametros morfolégicos intestinais, no perfil
sanguineo, na composi¢cdo da microbiota cecal e nas concentracfes de acidos
graxos de cadeia curta do contetdo cecal. Com isso, a inclusédo da cepa 1 foi
capaz de minimizar os efeitos deletérios associados ao desafio provenientes a

inoculacao da E. coli nas primeiras semanas de creche.

Palavras-chave: diarreia; probiotico; Saccharomyces cerevisae; saude

intestinal;



ABSTRACT

GUIMARAES, EBB. “Effect of two yeast strains inclusion on the productive
performance of piglets challenged with E. coli F4 in the nursery phase”
2021. 67 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo, 2021.

The objective of the present study was to evaluate two strains of Saccharomyces
cerevisae yeast, in relation to the productive performance and the intestinal
health parameter of piglets challenged with E. coli F4. The experiment was
performed using a randomized block design (initial weight and gender) with 12
replicates and four treatments, distributed as follows: unchallenged control (CS),
live yeast strain 1 challenged (LY1), live yeast strain 2 challenged (LY2) and
control challenged. 192 piglets (barrows and gilts) of Choice Genetics genetic
lineage, weaned at 24 days of age, were evaluated during the nursery phase, for
42 experimental days, it was divided into three periods according to the feed
changes. Yeasts were included in the diet as a substitute of the inert material
(kaolin) during all the experiment period. On the eighth and ninth day of the
experiment, the challenged animals received 1 ml of E. coli F4 at a concentration
of 108 CFU. On the seventeenth day, it was 2 ml at a concentration of 10° CFU.
The animals of the unchallenged treatment received the same amount of saline
solution. LY1 treatment piglets showed (P<0.05) 7% higher live weight, 13%
higher average daily gain, 9.5% better gain-to-feed ratio and 12% higher average
daily feed intake in the first 28 days after weaning, when compared to animals
CD. However, there was no effect of live yeast strains on the occurrence of post-
weaning diarrhea, intestinal morphological parameters, blood profile, cecal
microbiota composition, and short chain fatty acid concentrations in the cecal
content. Thus, the inclusion of strain 1 was able to minimize the deleterious
effects associated with the challenge arising from the inoculation of E. coli in the

first weeks of nursery.

Keywords: diarrhea; intestinal health; probiotic; Saccharomyces cerevisae;
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1. INTRODUCAO

Sabe-se que a fase pos-desmame é um dos periodos mais criticos da vida
dos suinos, pois passam por importantes transforma¢cdes ambientais, sociais e
nutricionais. Além disso, pode-se incluir a precocidade do desmame nos
sistemas produtivos, visto que esse se da entre trés a quatro semanas de vida,
guando comparado a um ambiente natural que ocorre por volta das 17 semanas
de vida do leitdo (JENSEN; RECEN, 1989; BARBA-VIDAL et al., 2018). Ainda,
os leitdes enfrentam a separacdo da mae e do resto da leitegada, a nova
hierarquia estruturada com leitegadas diferentes e a mudanca abrupta da
alimentacdo de leite para uma baseada em alimentos vegetais menos digestiveis
(MOESER et al., 2007).

Somado a isso, ha um sistema imunoldgico imaturo (LELLES et al, 2004),
uma baixa capacidade digestiva devido a um trato gastrointestinal (TGI) ainda
em desenvolvimento e a instabilidade da microbiota intestinal (WANG et al.,
2013). Com isso, o0s leitbes tém um aumento da susceptibilidade a
microrganismos oportunistas comuns a suinocultura, como a Salmonella e a
Escherichia coli enterotoxigénica (NAGY; FEKETE et al., 1999; FOUHSE et al.,
2016, MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2018). Esses agentes ocasionam sinais
clinicos conhecidos, como a diminui¢cdo do consumo de racéo, reducao do ganho
de peso, piora da conversao alimentar e diarreia.

Assim, tém-se buscado tecnologias nutricionais efetivas que minimizem a
elevada ocorréncia de diarreia na fase pos-desmame de leitbes, bem como
alternativas que garantam o desempenho, sanidade e o bem-estar dos suinos.
Dessa forma, é possivel evidenciar o uso dos probiéticos, que por definicdo da
FAO (2016), sado microrganismos vivos que, quando administrados em
guantidades adequadas garantem beneficios a saude do hospedeiro.

Dentro da classe probiotica, as leveduras vivas, como as do género
Saccharomyces spp., sao populares na suinocultura e avicultura
(CHAUCHEYRAS-DURAND; DURAND, 2010). No entanto, seu mecanismo de
acao ainda néo estéa totalmente elucidado, mas apesar da incerteza, ha teorias
sobre como acontecem as acdes benéficas desses probidticos. Dentre elas, a

capacidade de evitar desequilibrios da microbiota intestinal e possibilitar um
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maior desempenho do animal. Isso se d&a, em partes, por melhorar o ambiente
microbiano gastrointestinal impedindo, por meio de competicdo, a fixacdo de
patégenos; modulacdo das respostas imunes intestinais e melhora da digestédo
e absorcao de nutrientes (BROWN et al., 2012).

No entanto, alguns estudos apontam a incapacidade das cepas de
leveduras em aderir ao epitélio intestinal (EDWARDS-INGRAM et el., 2007).
Porém, independentemente desse fato, ha estudos que comprovam nao
somente a eficacia nos parametros produtivos com o uso de leveduras como 0s
probioticos (BONTEMPO et el.,, 2006; KIROS et al., 2018), mas também a
diminuicdo da ocorréncia de diarreia, a modulacdo da microbiota intestinal
(KIROS et al., 2018; UPADRASTA et al., 2013) e consequentemente, a melhoria
da saude dos animais (APIC et al., 2016).

Contudo, é interessante observar que assim como outras classes de
probiéticos, os resultados variam entre experimentos e alguns néo
demonstraram mudancas associadas ao uso de probioticos (KORNEGAY et al.,
2014).

Dessa forma, vale ressaltar a importancia do trabalho no que diz respeito
ao estudo de probioticos e seu efeito na salde intestinal dos leites e sobre 0

desempenho dos animais.

2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Microbiota Intestinal dos leitbes

O intestino dos mamiferos abriga uma comunidade extremamente densa
e diversificada de microrganismos ndo patogénicos denominada microbiota
comensal. O trato gastrointestinal (TGI) € o maior compartimento microbiologico
dos animais, € composto por inUmeras espécies de microrganismos formando
um sistema dindmico e complexo sendo de dificil mensuragédo. Estima-se que
haja mais de 400 espécies diferentes de microrganismos, representando 10
vezes mais microrganismos no TGl do que células do corpo do hospedeiro
(SILVA; NORBERG, 2003).

O TGI esta envolvido em varios processos fisioldgicos e bioquimicos no

hospedeiro, incluindo digestdo, absor¢cdo, metabolismo de nutrientes,
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fermentacdo de carboidratos ndo digeriveis, producdo de acidos graxos de
cadeia curta, desenvolvimento da homeostase e do sistema imunoldgico e
protecdo contra patégenos (CLEMENTE et al, 2012; GUARNER e
MALAGELADA, 2003).

Para ocorrer o estabelecimento da microbiota intestinal dos leitbes, é
necesséaria uma primeira fase de colonizag&o, quando o intestino é rapidamente
colonizado pelos primeiros microrganismos com 0s quais o leitdo entra em
contato. Posteriormente ocorre o desmame, onde se tem a troca de alimentacéo
liquida pela sélida e interagdo com um novo ambiente, em que ha uma extensa
diversidade de grupos bacterianos que alcancam o TGI determinando uma nova
dindmica populacional (GOMEZ, 2006).

As mucosas do TGl dos leitbes recém-nascidos deixam de ser estéreis no
momento do nascimento. A colonizagcdo por microrganismos como fungos, virus
e principalmente, bactérias patogénicas, como E. coli, Streptococcus e
Clostridium (RADECKI e YOKOYAMA, 1991; SCHMIDT et al.,, 2011) ocorre
rapidamente, assim que o leitdo entra em contato com o muco vaginal materno.
A deficiéncia de secrecfes de acido cloridrico nas primeiras horas de vida dos
leitdes, facilita essa colonizacdo em diferentes sec¢des do trato intestinal.

No entanto, € a posteriori, por meio do leite materno que ocorre a
transferéncia substancial das bactérias para o intestino do neonato. A diminui¢céo
da predominancia de E. coli acontece gradativamente devido ao aleitamento,
visto que ha uma diminui¢do do pH estomacal, em fun¢éo da producéo de acido
latico a partir da lactose, que propicia a colonizacdo de bactérias anaerdbicas
benéficas, como Lactobacillus, Streptococcus lactis, S. faecalis e S. termophilus
(SANCHES, 2006). Ainda assim, ndo somente o pH mas a concentracdo de
oxigénio, disponibilidade de nutrientes, idade, dieta, estado imunolégico e
utilizacdo de medicamentos dinamizam a colonizagdo de microrganismos no
trato gastrointestinal ao longo da vida do animal (LUPP e FINLAY, 2005).

Sendo assim, durante a fase de aleitamento, o controle do crescimento
bacteriano no intestino é consequéncia da ingestao de colostro e leite. Bactérias
anaerobias consideradas benéficas, como Bacteroidetes spp., Eubacterium spp.,
Lactobacillus spp., Streptococcus spp. e Bifidobacterium spp., representam
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cerca de 90% da microbiota normal de um leitdo em aleitamento sendo os 10%
restantes representados por bactérias consideradas nocivas, como E. coli,
Clostridium spp. e Staphylococcus spp. (HUYGHEBAERT, 2003).

A fermentacdo bacteriana estimula a producdo das imunoglobulinas da
mucosa, IgA, e consequentemente, limita a entrada de patdgenos pelas células
epiteliais intestinais (CHEN et al., 2014). Sendo importante para equilibrar a
populacdo de células imunes a exposi¢cdo microbiana continua durante o
desenvolvimento dos leitées (INMAN et al., 2010).

O desmame caracteriza-se pela interrupcéo da ingestao do leite materno,
consequentemente, ha a auséncia da lactose gerando uma diminui¢cao de &cido
latico no estbmago e ocasionando assim, variabilidade da microbiota intestinal
dos leitdbes (MORAES; AMARAL, 2001). Além disso, nesse momento inicia-se o
fornecimento de uma dieta contendo ingredientes de origem vegetal, o que
contribui para a alteragdo da microbiota encontrada no TGl desses animais.
Esses fatos, associados a insuficiente capacidade de produzir acido cloridrico,
eleva o pH (VIOLA; VIEIRA, 2003), proporcionando um declinio na populacao de
bactérias laticas e gerando um meio adequado para o crescimento de
microrganismos patogénicos oportunistas.

Nessa fase pos-desmame, ha o predominio de algumas bactérias gram
positivas ha microbiota intestinal, dentre elas Streptococcus e Lactobacillus, com
densidade de 107 a 10° UFC/g de mucosa (JOHNSSON; CONWAY, 1992;
SCHIFFRIN; BLUM, 2002).

Ainda que haja inimeros fatores que influenciem a composicdo da
microbiota intestinal (dieta, ambiente, idade, sexo, sanidade, manejo,
antibioticos), diversos filos e géneros sdo preservados em mais de 85% das
populacées de suinos comerciais (HOLMAN et al., 2017). Destacando-se 0s
filos, Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacteria, e que estao presentes em todas
as porcoes do TGI. J& os géneros com maior prevaléncia sao os Clostridium,
Blautia, Lactobacillus, Prevotella, Ruminococcus, Roseburia e Rikenelacea e
representam cerca de 90% das bactérias do TGI de suinos (HOLMAN et al.,
2017).
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Ao longo do TGl had uma acentuada diferenca de composicdo e
diversidade bacteriana entre os intestinos delgado e grosso. Fatores
relacionados a taxa de passagem do alimento, competicdo por nutrientes,
disponibilidade de oxigénio e pH compdem essa diferenca (GOMEZ, 2006). Por
exemplo, maiores concentracdes de oxigénio e menores valores de pH
disponiveis no estbmago e duodeno, favorecem fatores de vantagem competitiva
para as bactérias do género Lactobacillus (WALTER et al., 2008).

No entanto, a capacidade de acidificar o estbmago e a porcéo inicial do
intestino sé é alcancada aos 75 dias de vida, deixando o animal predisposto a
proliferacéo dos microrganismos patogénicos durante esse periodo (SANCHES,
2004).

2.2 Diarreia p6s desmame

Apds o desmame ha o desafio dos leitdes em adaptar-se a inUmeros
fatores estressantes que ocorrem nessa fase, como transporte, transferéncia de
instalacdes, separacdo materna e o reagrupamento social devido a mistura de
lotes (CASTILLO-SOTO et al., 2004), bem como ao trato gastrintestinal (TGI) em
adaptar-se ao novo regime alimentar. Considerando que o TGI nesta fase ainda
esta em desenvolvimento e assim € uma importante via de entrada de
microrganismos patogénicos, a manutencdo de uma microbiota equilibrada
(eubiose) minimiza os efeitos deletérios sobre o organismo do leitdo (SAAD,
2006).

O sistema imune do leitdo ainda se encontra em desenvolvimento ap6s o
desmame (MELLOR, 2000). Essa insuficiente produgcéo de imunoglobulinas,
adjunta a reducao da imunidade passiva, predispde os leitdes jovens a doencas
entéricas e respiratérias (VIOLA; VIEIRA, 2003).

Devido a esses fatores, 0s microrganismos patogénicos tém um ambiente
favoravel a fixacdo no TGI, os quais modificam estruturalmente o intestino
delgado, bem como reduzem a capacidade digestiva e absortiva devido ao
encurtamento das vilosidades e alongamento das criptas (PLUSKE, 2018). Outro
fator que predispbe a alteragbes morfoloégicas sdo as reacdes de

hipersensibilidade transitéria que ocorrem em resposta aos antigenos presentes



18

na dieta (MILLER et al., 1983), podendo levar ao encurtamento de
aproximadamente 75% das vilosidades em todos os segmentos do intestino
delgado (HAMPSON; KIDDER, 1986). Essas alteracOes estruturais estéo
intimamente ligadas a patogénese da diarreia pés desmame.

A diarreia € caracterizada como o excesso de agua presente nas fezes
comparado com a matéria seca (normais: >24% MS; liquidas: < 20% MS),
tornando-as mais liquidas e mais frequentes que o normal (BARCELLOS et al.,
2015), podendo ser causadas por diferentes mecanismos. Dentre eles, o
primeiro tipo seria a diarreia secretoria, que é associada a disfuncdo dos
mecanismos secretérios e absortivos fisiolégicos, ocasionando transporte
anormal de ions das células do epitélio intestinal ao lumen, retendo maior
guantidade de agua na luz intestinal e, consequentemente provocando diarreia
(CHESKIN; MILLER, 2001). Doencas infecciosas no TGl podem causar essa
diarreia, sendo a enterotoxemia causada pela E. coli o exemplo mais conhecido
(FAIRBROTHER; NADEAU, 2006).

Outro mecanismo esta relacionado com a diferenca de pressdo osmaotica
(diarreia osmaotica), cuja causa esta relacionada com maiores quantidades, que
o normal, de solutos de baixa absorcdo e com atividade osmdética, como 0s
carboidratos, presentes no limen intestinal (LIMA; MORES; SANCHES, 2009).

A alteracdo da motilidade intestinal também é um mecanismo, ja que o
excesso de motilidade, ocasionando um transito acelerado, prejudica a digestéo
e absorcao do alimento fazendo com que os fluidos sejam lancados a parte final
do intestino. Por outro lado, um transito lento aumenta a quantidade de substrato
para 0os microrganismos e bactérias patogénicas podendo ocasionar a diarreia
(FELDMAN; SCHARSCHMIDT; SLEISSINGER, 1998).

Ja a diarreia ma absortiva ocorre devido a hipotrofia das vilosidades,
cuja causa pode ocorrer devido a presenca de algum agente, dentre eles os
virus, resultando em menor absorcéo de eletrélitos e agua (BROWN et al., 2007).
Com isso, a atrofia das vilosidades do intestino delgado, permite a passagem de
agua e eletrélitos ndo absorvidos ao intestino grosso, ultrapassando sua
capacidade de absorcéo e resultando em diarreia (ZLOTOWSKI; DRIEMEIER;
BARCELLOS, 2008).
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Por fim, a diarreia efusiva (inflamatoria) ocorre em casos de inflamacao
da lamina prépria e linfangiectasia (dilatacdo dos vasos linfaticos), a qual gera
uma maior permeabilidade vascular, edema e perda de proteinas plasmaticas
entéricas ocasionando a efusdo e passagem de fluido intersticial para o limen
intestinal (BROWN; BAKER; BARKER, 2007).

2.2.1 Diarreia causada pela Escherichia coli em leitbes

A colonizacéo de E. coli enterotoxigénica aderida ao epitélio do intestino
delgado é a responsavel pela maioria das les6es observadas no TGl de leitbes,
sendo a colibacilose neonatal (ocorre na maternidade) e a colibacilose do
desmame (ocorre nas primeiras semanas de creche) os tipos mais frequentes
(ALFIERI, A.A; ALFIERI, A.F; BARRY, 2010; NAGY; FEKETE, 1999).

Mesmo fazendo parte da microbiota normal do intestino dos animais, a
bactéria E. coli possui cepas patogénicas que ocasionam diversas doenc¢as em
suinos (MORES; MORENO, 2007; FAIRBROTHER; GYLES, 2006). No entanto,
para definicAo da patogenicidade da cepa é importante a identificacdo dos
fatores de viruléncia (FRANCIS, 1999). Os isolados de E. coli podem ser
classificados em trés diferentes tipos, sendo eles: sorotipos, com base nos
antigenos de superficie (O - somatico, K - capsulares, H - flagelares e F -
fimbriais); virotipos, segundo os fatores de viruléncia; e patotipos, que considera
o efeito da infeccdo bacteriana no organismo (enterotoxigénica,
enteropatogénica, shiga toxigénica ou verotoxigénica, enterohemorragica,
uropatogénica e enteroinvasiva) (FAIRBROTHER; GYLES, 2006).

Os fatores de viruléncia séo determinados, basicamente, pelas estruturas
de adesdo e enterotoxinas (MORES; MORENO, 2007). As fimbrias s&o
responsaveis pela adesdo aos enterdcitos, através da subunidade adesiva
(lectina) que interage com os receptores do epitélio intestinal do hospedeiro,
possuem grande atividade antigénica e por isso categorizam as cepas
patogénicas (GYLES; FAIRBROTHER, 2004). Apés adesé&o, h4 a multiplicacédo
das cepas e a producao de um ou mais tipos de enterotoxinas, cuja agdo ocorre
nas células secretoras nas criptas intestinais (ALFIERI, A.A; ALFIERI, A.F;
BARRY, 2010).
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As enterotoxinas alteram as trocas de agua e fluxo de eletrolitos no limen
intestinal provocando desequilibrio hidrossalino resultando na secrecdo de
eletrdlitos e, consequentemente, em maior excrecao de fluidos (GUTH, 2008).
Em leitdes desmamados, dois tipos de enterotoxinas podem ser destacadas e
sao classificadas de acordo com sua estabilidade térmica: a termolabil (LT),
inativada a 60°C e a termoestavel (ST) resistente ao calor de 100°C, ambas por
15 minutos (FAIRBROTHER; GYLES, 2006). As duas causam diarreia do tipo
secretoria, mas possuem diferentes mecanismos de acao:

As enterotoxinas LT ligam-se aos receptores das células do epitélio
intestinal, ativam a adenilciclase, que catalisa a sintese de monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc), que, por sua vez, ativa a proteina quinase A (PKA),
estimulando a secrec¢éo de cloro pelas criptas epiteliais e inibindo a absorcéo de
sédio pelas vilosidades intestinais, consequentemente ocorre a saida de agua
por osmose, ocasionando a diarreia (BARCELLOS et al., 2015). Além deste
mecanismo, também podem causar secre¢do na mucosa por estimulacdo da
producdo local de prostaglandinas e leucotrienos que aumentam o transporte
eletrolitico e a mobilidade intestinal (GUTH, 2008).

Ja as enterotoxinas ST podem ser divididas em duas classes de acordo
com a solubilidade em metanol e atividade bioldgica: STI (STa), soluvel em
metanol e resistente a proteases, e STIl (STb), insolivel em metanol e sensivel
a proteases (GUTH, 2008). Ambas foram relacionadas a diarreia em suinos
sendo a STa em neonatos e STh em animais com mais de uma semana de idade
(ALFIERI, A.A; ALFIERI, A.F; BARRY, 2010). A STa ativa a enzima guanilciclase,
promovendo aumento na concentracdo de monofosfato de guanosina ciclico
(GMPc), inibindo o co-transporte de sddio e cloro, ou seja, hA um aumento da
secrecdo de agua e cloro e baixa absorcdo de agua e sodio pelas vilosidades
intestinais, ocasionando a diarreia (MORES; MORENO, 2007; VAANDRAGER,
2002). A STb ainda é pouco compreendida, mas sabe-se que ndo ha relacéo
com os nucleotideos intracitoplasmaticos (AMPc e GMPc), como ocorre na LT e
STa. Acredita-se que esta relacionada com a ativagdo do sistema nervoso
entérico, cujo processo envolve o estimulo de mecanismos secretérios pela

sintese de prostaglandina endoperoxidase (DUBREUIL, 2008). Além disso, a
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ligacdo da STh aos enterdcitos também pode causar altera¢cdes morfolégicas no
epitélio como encurtamento e atrofia de vilosidades, mas sem alterar os
enterdcitos (ALFIERI, A.A; ALFIERI, A.F; BARRY, 2010; DUBREUIL, 2008).
Por prejudicar o crescimento e a conversao alimentar dos leitdes, as
diarreias p6s desmame geram perdas econdmicas significativas a suinocultura.
O controle baseia-se em corre¢cdes ambientais, manejo, nutricdo e modulacao
da resposta imune. Muitas vezes, tais recursos sdo insuficientes, tendo a
utilizacao de antibioticos promotores de crescimento como uma alternativa, visto
sua melhora significativa no desempenho dos animais. No entanto, essa
tecnologia esté se extinguindo e novos recursos sendo utilizados como aditivos
alimentares. Dentre eles, probiéticos, prebidticos, simbibticos e &cidos organicos
tém sido propostos como uma alternativa promissora, com potenciais efeitos
benéficos no animal hospedeiro, melhorando o equilibrio da microbiota intestinal

e da imunidade do animal.

2.3 Probioticos

Primeiramente os probioticos foram definidos por Lilly e Stillwell (1965)
como substancias desconhecidas promotoras de crescimento produzidas por um
protozoario que estimulava o crescimento de outros microrganismos.
Posteriormente, Parker (1974) definiu como microrganismos ou substancias que
contribuem para o equilibrio microbiano intestinal. Mas foi por Fuller (1989) a
definicdo mais utilizada em que probidticos seriam um suplemento alimentar
microbiano vivo que afeta beneficamente o animal hospedeiro, melhorando seu
equilibrio microbiano intestinal.

Atualmente, a Associacdo Cientifica Internacional para Probio6ticos e
Prebidticos aceita e adota a definicdo de probidticos proposta pela FAO e a OMS,
onde entende-se probidético como um microrganismo vivo que, quando
administrado em quantidades adequadas, € benéfico a saude do hospedeiro
(FAO, 2016; HILL et al., 2014).

Quanto a classificacdo, a FAO os divide em quatro classes a partir de
caracteristicas dos probidticos: bacterianos ou ndo bacterianos (fungos e

leveduras); quanto a formacéo ou ndo de esporos; em relacdo ao numero de
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espécies/cepas, uma vez que varias espécies/cepas ou apenas uma € capaz de
compor o probidtico; e por ultimo, podem ser classificados como autdctone, cuja
presenca do microrganismo na microbiota seja natural do animal ou aldctone,
cuja ocorréncia nao é natural (FAO, 2016). J&4 Huyghebaert, Ducatelle e Van
Immerseel (2011) as classificam a partir de duas caracteristicas: espécies
colonizadoras, sendo Lactobacillus e Enterococcus spp e espécies nao
colonizadoras de transito intestinal livre, como Bacillus spp (esporos) e
Saccharomyces cerevisiae.

A fim de se escolher um microrganismo como probiético, deve-se levar
em consideracdo a ndo patogenicidade para os animais, a capacidade de
sobrevivéncia e colonizacdo no trato gastrointestinal, suportar pH baixo, altas
concentracfes de acidos biliares, metabolicamente ativo no local alvo incluindo
a adesdo ao epitélio ou muco, concorréncia com a microbiota residente,
producdo de substancias antimicrobianas e antagonismo contra bactérias
patogénicas (GAGGIA; MATTARELLI; BIAVATI, 2010).

Varios microrganismos tém sido utilizados como probidticos,
especialmente em leitbes recém desmamados, dentre eles destacam-se
principalmente estirpes bacterianas de bactérias Gram-positivas pertencentes
aos tipos Lactobacillus, Bacillus, Enterococcus, Pediococcus, Streptococcus; e
as leveduras como as espécies de Saccharomyces cerevisiae (GAGGIA;
MATTARELLI; BIAVATI, 2010).

O uso de probidticos na producgéo suina visa estabelecer uma microbiota
intestinal saudavel e, assim, melhorar a satude e o bem-estar dos animais (CHO
et al, 2011, KENNY et al, 2011). De modo geral, promovem melhor
desempenho zootécnico por reduzirem a contaminacdo por agentes patogénicos
e melhorar a imunidade dos animais (KHAKSEFIDI; GHOORCHI, 2006). Com
iISS0, 0S possiveis mecanismos de acao estao divididos em: interacéo direta com
as celulas do hospedeiro, inibicdo do crescimento de patdgenos e modulacao
das respostas imunes do hospedeiro (MA; SUZUKI; GUAN, 2018).

Em relacdo a interacdo com as células do hospedeiro, esta pode ocorrer
de maneira direta com as células epiteliais do intestino e as células dendriticas

modulando os sinais que levam a producdo de muco e defensinas (SCHLEE et
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al., 2007, 2008), aprimorando as tigh junctions e a barreira intestinal (SETH et
al., 2008), e prevenindo a apoptose induzida por citocinas (YAN et al., 2007).

A inibicdo do crescimento de patdégenos pode ocorrer pela producéo de
compostos antimicrobianos ou toxicos, incluindo bacteriocinas, acidos organicos
e peréxido de hidrogénio, inibindo diretamente o crescimento de microrganismos
patogénicos (MAZMANIAN; ROUND; KASPER, 2008), pela competicdo com
patébgenos por nutrientes impedindo-os de crescer e proliferar no intestino
(BAJAJ; CLAES; LEBEER, 2015), através da competicdo com patdgenos pelos
sitios de adeséo no epitélio intestinal, pela interacdo com as células dendriticas
do hospedeiro aumentando assim, sua capacidade de fagocitose (BENE et al.,
2017); e por abaixar o pH intestinal produzindo acido latico ou acético e inibindo
assim, o crescimento de alguns microrganismos patogénicos como E. coli e
Salmonella (BERMUDEZ-BRITO et al., 2012).

A modulagdo das respostas imunes em tecidos linfoides associados ao
intestino (GALT) € amplamente especializada (FAMULARO et al., 1997). A
interacdo dos probidticos com as Placas de Peyer e as células epiteliais
intestinais, estimulam a producdo de IgA pelas células B e a producdo de
interferon pela proliferacdo de células T (PERDIGON; HOLGADO, 2000). Com
iIsso, a atividade imunomoduladora tem sido relatada tanto na imunidade inata

guanto na adaptativa (TSAI et al., 2012).

2.4 Saccharomices cerevisae

Com a proibicdo do uso de antibidticos promotores de crescimento na
Europa, a utilizagéo de leveduras e produtos de levedura, como Saccharomyces
cerevisiae, como aditivo alimentar em dietas de suinos, teve um acentuado
aumento e foi relatada ao longo dos anos (MATHEW et al., 1998; VAN
HEUGTEN; FUNDERBURKE; DORTON, 2003; VAN DER PEET-SCHWERING
et al., 2007; BROADWAY; CARROLL; SANCHEZ, 2015). Seu mecanismo de
acdo, bem como seus beneficios, tem maior relato em animais ruminantes, como
a melhor eficiéncia alimentar (MOALLEM et al., 2009) e melhora da produgédo e
qualidade do leite (DESNOYERS et al., 2009).



24

Ja& em monogastricos os resultados tém sido contraditorios e seus efeitos
benéficos ainda sdo vagos (XU et al., 2018). Kornegay et al. (1995) e Jurgens,
Rikabi e Zimmermann (1997) n&o relatam efeito sobre o consumo de racao ou
ganho de peso diario em leitdes desmamados, enquanto Van Heugten et al
(2003) e Li et al. (2006) encontraram aumento tanto na ingestao quanto no ganho
de peso de leitdes desmamados. Apesar dos resultados contraditérios, entende-
se as leveduras vivas como probiéticos que melhoram a saude e desempenho
de animais de criacdo, de forma genérica, agindo como um agente protetor
contra microrganismos patogénicos (Tabela 1) (AUCLAIR, 2001).

Em condigdes normais, S. cerevisiae diferentemente de outros
probiéticos, como bactérias acido laticas, ndo faz parte da microbiota comensal
do hospedeiro, no entanto, ndo ha maleficios vinculados a sua ingestdo. Nao
possuem a capacidade de colonizar o trato digestivo, mas uma parte significativa
da levedura viva pode ser encontrada ainda viva nas fezes dos animais
(AUCLAIR, 2001).

Geralmente, os mecanismos de acao relacionados a esse tipo de levedura
envolvem efeitos benéficos na mucosa intestinal, imunomodulacéo intestinal,
inibicAo da acg&do de toxinas, efeitos antagbnicos contra microrganismos
patogénicos (AUCLAIR, 2001) e efeito anti-inflamatoério (SOUGIOULTZIS et al.,
2006).

A levedura promove um aumento da atividade das dissacaridases
(maltase, frutase e lactase) na mucosa intestinal, as quais sdo responsaveis pela
degradacdo dos dissacarideos em monossacarideos, e assim, ocorre a
absorcdo pelos enterdcitos. Buts e De Keyser (1986) mostraram que em
humanos e ratos, a ingestdo de S. cerevisiae aumentou acentuadamente as
atividades especificas e totais das dissacaridases, devido a liberacdo de
poliaminas (espermina e espermidina) no lumen intestinal que regulam a
expressdo génica e sintese proteica. Essa descoberta se faz interessante pois
algumas diarreias estdo associadas com a diminuicdo das dissacaridases
intestinais (AUCLAIR, 2001).

Ainda, pode ocorrer alteracdes morfolégicas na mucosa intestinal, em

que, segundo Bontempo et al. (2006), o uso de leveduras vivas pode aumentar
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a altura das vilosidades intestinais e com isso, melhorando a relacéo
vilosidade:cripta, indicando indiretamente, a maturidade e capacidade funcional
dos enterdcitos. Baum et al. (2002) também descobriram maior comprimento das
vilosidades no intestino delgado de leitbes alimentados com leveduras.

Durante a passagem da levedura pelo TGlI, é observada a liberacéo de
proteinas e fatores tréficos que aumentam as defesas imunes, a digestdo e a
absorcao de nutrientes (BUTS e DE KEYSER, 2006). Estudos em camundongos
e ratos demonstraram a inducdo significativa do aumento nos niveis de IgA
secretados e o componente secretor das imunoglobulinas (QAMAR et al., 2001),
mostrando seu efeito modulador da resposta imune.

A inibicdo da acédo de toxinas patogénicas, segundo Rodrigues et al.
(1996), se explica pelo efeito protetor da levedura de S. cerevisiae que reduz as
guantidades disponiveis das toxinas secretadas e pela competicdo aos locais de
adesao do epitélio intestinal.

O antagonismo contra microrganismos patogénicos foi observado in vitro
em que apos a adicdo da levedura houve uma acentuada inibicdo do crescimento
de E. coli K88* (AUCLAIR, 2001). Ja in vivo, trabalhos mostram uma diminuicéo
nos niveis populacionais de algumas espécies de Candida spp. (DUCLUZEAU e
BENSAADA, 1982) e dos niveis de E. coli em leitdes desmamados apds quatro
semanas de suplementacdo (LE BON et al, 2009). Além disso, Massot,
Desconclois, Astoin (1983) utilizando S. cerevisiae var boulardii para humanos,
observou a inibicdo de perdas de agua, sédio e potassio induzidas pela E. coli
em células epiteliais intestinais.

Sougioultzis et al. (2006) mostraram que a levedura tem capacidade de
secretar substancias anti-inflamatorias. Os autores observaram a secrecdo de
um fator anti-inflamatério (<1 kDa) termoestavel que inibe a produgédo de IL-8
(interleucina-8), a degradacédo de IkB- a (proteina inibitéria kB a) e reduz a
ativacao de NF-kB (fator nuclear kappa B).

O uso de probiodticos a base de leveduras vivas de S. cerevisiae pode
contribuir potencialmente com a microbiota intestinal, estimulando seletivamente

o crescimento de bactérias benéficas e principalmente, suprimindo o
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crescimento de bactérias patogénicas. Com isso, Seu uso pode proporcionar

melhora no desempenho produtivo, salde e bem-estar dos animais.



Tabela 1. Resultados de trabalhos que utilizaram Saccharomyces cerevisae como probidticos na fase de creche.

- Altura Prof. . . .
AUTOR LEVEDURA ONT [1 Desafio ATB Zn Cu Desemp Vilosidade cripta Microb. Diarreia AGCC
Mathew GPD =
et al, Sa‘é‘;';‘:\r/?srgéces 1gkg - . . . - 16,4% > - - NS - NS
1998 C
van 1,6 X
Heugten Sacchgromyces 2glkg 107 i ) i ) NS ) i ) i i
et al, cerevisiae SC47
2003 UFCl/g
Pre-inicial -
440mg/kg
van clortetraciclina,
2,4 X 39mg/kg GPD =
Heugten saccharomyces 50 107 . tiamulina; 2500 ppm 240 ppm  10,6% > ] < bact. i i
et al, cerevisiae SC47 - Totais
2003 UFCl/g Inicial 1 e 2 - C
110mg/kg
tilosina e
sulfametazina
Bontempo 2X GPD = o
etal, cere?/ia;(izgga;rs m%%i?ardii 29/kg 106 i i 270ppm  30ppm  88%> 19,7%>C 5665A) ) ) )
2006 - UFC C
‘J'?,:l;rl‘ L Saccharomyces i 130); i aureomicina 160mglkg GPD = i i NS i NS
L] el 0,
2006 cerevisiae UFClg 105 mg/kg 15%>C
Z;;géoer\tg Sac_charomyces 3g/kg 41’89)( i _bacitracina i i (I)EA = 10% > C NS i ) )
al, 2015 cerevisiae Y200007 UFClg zinco 4 mg/kg 9% >C
Cui Zhu h 43X . . ceco e ileo:
etal Sac'c' aromyces 3glkg 109 _bacr[racma i i i i i o coli i i
2017 cerevisiae Y200008 UFClg zinco 4 mg/kg Ly<e.coli C
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Colistina na?[liijzur? Z_ e.coli COM — atb+zn
Liangiang Saccharomyces 1010 E. coli 20mglkg + atb+zn 2y> ETEC>e.coli =Ly
Cheetal, cerevisiae CNCMI-  1g/kg UFClg k88 Aureomicina 2100mg/kg - =Ly (2 com.etec/ NS LY/ lacto 24h
2017 4407 Actisaf 75malkg semana) no i’leo- LY> lacto pos
COM ETEC desafio
atb+zn>zy

Qnt: quantidade de Cepa utilizada; [] concentragdo; ATB: antibiotico; Zn: zinco; Cu: cobre; Desemp: desempenho; GPD: ganho de peso diario; Prof:
profundidade; Microb: microbiologia; Prt:parte; E.coli: Escherichia coli; ETEC: Escherichia coli enterotoxigénica; Lacto:Lactobacilos; Bifido:Bifidobactéria;

C: controle; LY: levedura viva; AGCC: acido graxo de cadeia curta; EA: Eficiéncia alimentar.
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3. HIPOTESE
Leitdes desafiados com E. coli F4 no periodo de creche, ao serem
suplementados com cepas de levedura, terdo um melhor desempenho e

parametros de saude intestinal.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de duas cepas de
levedura em relacdo ao desempenho produtivo e aos parametros de salde

intestinal de leitdbes desafiados com E. coli F4.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar se o fornecimento de probiéticos em animais
desafiados melhora o desempenho produtivo dos leitdes;

¢ Avaliar se ha mudancas na integridade da mucosa intestinal (altura
de vilosidades e profundidade de criptas) e encontrar possiveis respostas
fisiol6gicas ao uso dos probidticos;

¢ Auvaliar se o efeito dos probiéticos em animais desafiados, melhora
a saude dos leitdes (hemograma);

e Analisar como o efeito do uso dos probidticos em animais
desafiados interfere na composicéo microbiol6gica do conteddo cecal;

e Analisar se ha alteracbes na composicdo dos acidos graxos de
cadeia curta (acético, propibnico e butirico) no conteddo cecal de leitdes
desafiados e suplementados com probiéticos;

e Avaliar se o fornecimento de probiéticos em animais desafiados
diminui a ocorréncia de diarreia, correlacionando com a efetividade dos
probioticos;

e Analisar se o uso dos probidticos € viavel economicamente.
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5. EFEITO DA INCLUSAO DE DUAS CEPAS DE LEVEDURA NO
DESEMPENHO PRODUTIVO DE LEITOES DESAFIADOS COM E. COLI F4
NA FASE DE CRECHE

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de duas cepas de levedura em
relacdo ao desempenho produtivo e aos parametros de saude intestinal de
leitdes desafiados com E. coli F4. Para tanto, 192 leitdes (machos castrados e
fémeas, 24 dias de idade, 6,4 £0,92 kg de peso corporal), foram alocados em
blocos casualizados (peso inicial e sexo), constituido por 12 repeticdes e quatro
tratamentos, sendo: controle sem desafio (CS); cepa de levedura 1 (LY1), cepa
de levedura 2 (LY2) e controle desafiado (CD). Os leitbes foram alojados por 42
dias experimentais, divididos em trés periodos, conforme as trocas de racao. As
leveduras, Saccharomyces cerevisiae, foram incluidas na dieta durante todo o
experimento. Em dois momentos, os animais do grupo CS receberam solugéo
salina, enquanto os animais dos demais tratamentos receberam indculo de E.
coli F4 bacteriano, como forma de desafio. Os leitbes do grupo LY1 foram
superiores em 7% para o peso vivo, 13% em GPD, 9,5% em EA e 12% para o
CRMD nas quatro primeiras semanas pos-desmame, comparado aos animais
controle desafiado. Nenhuma das duas cepas de levedura foi eficaz em mitigar
a diarreia pos-desmame, em alterar os parametros morfoldgicos intestinais, bem
como o perfil sanguineo, microbiota e acidos graxos de cadeia curta. Com isso,
a inclusédo da cepa 1 foi capaz de minimizar os efeitos deletérios associados ao

desafio provenientes a inoculacdo da E. coli nas primeiras semanas de creche.

Palavras-chave: diarreia; probidtico; Saccharomyces cerevisae; salde

intestinal;
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5.1. Introducéao

Sabe-se que a fase pos-desmame é um dos periodos mais criticos da vida
dos suinos, pois passam por importantes transformacdes ambientais, sociais e
nutricionais. Além disso, pode-se incluir a precocidade do desmame nos
sistemas produtivos (JENSEN; RECEN, 1989; BARBA-VIDAL et al., 2018), a
separacdo da mae e do resto da leitegada, a nova hierarquia estruturada com
leitegadas diferentes e a mudanca abrupta da alimentacdo de leite para uma
baseada em alimentos vegetais menos digestiveis (MOESER et al., 2007).

Somado a isso, ha um sistema imunoldgico imaturo (LELLES et al, 2004),
uma baixa capacidade digestiva devido a um trato gastrointestinal (TGI) ainda
em desenvolvimento e a instabilidade da microbiota intestinal (WANG et al.,
2013), o que pode ocasionar um aumento da susceptibilidade a microrganismos
oportunistas comuns a suinocultura, como a Salmonella e a Escherichia coli
enterotoxigénica (NAGY; FEKETE et al., 1999; FOUHSE et al., 2016,
MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2018). Esses agentes ocasionam sinais clinicos
conhecidos, como a diminuicdo do consumo de racao, reducdo do ganho de
peso, piora da conversao alimentar e diarreia.

Assim, tém-se buscado tecnologias nutricionais efetivas a fim de garantir
o desempenho, a sanidade e o bem-estar dos suinos. Dentre elas, é possivel
evidenciar o uso dos probibticos, leveduras vivas como as do género
Saccharomyces spp. Mesmo com seu mecanismo de acdo ndo totalmente
elucidado, acredita-se na capacidade de evitar disbiose da microbiota intestinal
e possibilitar um melhor desempenho do animal. Isso se d4, em partes, pela
melhora do ambiente microbiano gastrointestinal impedindo, por meio de
competicao, a fixacdo de patdgenos; estimulo das respostas imunes intestinais
e melhora da digestéo e absorcao de nutrientes (BROWN et al., 2012).

No entanto, os estudos tém se mostrado contraditorios, enquanto alguns
autores relataram sua eficacia nos parametros produtivos (BONTEMPO et al.,
2006; KIROS et al., 2018), diminuicdo da ocorréncia de diarreia, modulagéo da
microbiota intestinal (KIROS et al., 2018; UPADRASTA et al., 2013), bem como
na melhoria da saude dos animais (APIC et al., 2016), outros ndo encontraram
efeitos positivos com o0 seu uso (EDWARDS-INGRAM et al., 2007; KORNEGAY



32

et al., 2014). Com isso, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de duas
cepas de levedura em relagcdo ao desempenho produtivo e aos parametros de
saude intestinal de leitdes desafiados com E. coli F4.

5.2. Material e Métodos

A pesquisa em animais foi conduzida de acordo com o comité institucional
sobre uso de animais (protocolo: 3743220518). O estudo foi conduzido em uma
fazenda experimental na cidade de Pirassununga, Sao Paulo, Brasil (21° 59' 46"
S e 47° 25' 36" O), agosto de 2019.

5.2.1 Animais e instala¢fes

Foram utilizados 192 leitdes (machos castrados e fémeas) de linhagem
genética Choice Genetics, obtidos a partir de um rebanho suino comercial. Os
leitbes foram desmamados aos 24 dias de idade, com peso vivo médio de 6,7
10,92 kg, alojados na unidade de creche dotada de baias suspensas, piso 50%
ripado, com comedouros semiautomaticos e bebedouros tipo chupeta. A
temperatura foi controlada através da regulagem de cortinas laterais e uso de

lampadas de aguecimento.

5.2.3 Delineamento experimental
O delineamento experimental foi realizado em blocos casualizados (peso
inicial e sexo) com quatro tratamentos e 12 repeti¢cdes. A unidade experimental
para o desempenho foi composta pela média dos animais presentes na baia
(quatro animais por baia). O periodo experimental foi de 42 dias dividido em trés
periodos de acordo com as trocas de racdo, ou seja, pré-inicial 1 (0 a 7 dias),
pré-inicial 2 (8 a 28 dias) e inicial (29 a 42 dias).
Foram utilizados quatro tratamentos:
e CS: Controle negativo sem desafio;
e LY1:Cepal (2,0 kg/ton na dieta pré 1 e 1,0 kg/ton nas outras fases) com
desafio;
e LY2:Cepa?2 (2,0 kg/ton na dieta pré 1 e 1,0 kg/ton nas outras fases) com
desafio;
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e CD: Controle positivo com desafio.

Foi realizado um choque de antibidtico composto de 200 ppm de
doxiciclina, via ragdo na primeira semana de experimento. Isso, devido a um
experimento anterior, onde cerca de 17% dos animais vieram a Obito na primeira
semana de experimento sem a adicdo de um antibiotico inicial. Além disso,
durante os sete primeiros dias de creche, foi fornecido 3000 ppm de 6xido de
zinco e nos 21 dias subsequentes o 6xido de zinco foi reduzido a 2300 ppm. Os
14 dias finais, ndo houve a incluséo do 6xido de zinco.

Os probiéticos utilizados eram compostos por leveduras vivas de
Saccharomyces cerevisae, cada tratamento com uma cepa de fabricante
distinto. No entanto, o teor de leveduras vivas utilizadas em ambos foi de 1,0 x
10%° UFC/g. Os probiéticos foram incluidos em substituicdo ao material inerte
(caulim) nas racdes pré-inicial 1 (2 kg/ton), pré-inicial 2 (1 kg/ton), e inicial (1
kg/ton). As dietas estdo apresentadas na tabela 2, foram formuladas para
atender ou exceder as exigéncias nutricionais de cada fase, segundo o NRC
(2012).

Tabela 2. Composicdo centesimal e valores nutricionais calculados das dietas utilizadas nas
diferentes fases do experimento.

Ingredientes (kQ) Pré-inicial 1 Pré-Inicial 2 Inicial
Milho 25,000 40,000 62,000
Farelo de Soja 45% 15,000 20,000 27,000
Soja integral micronizada 9,000 1,750 7,000
Sg}gcentrado proteico de 6.000 6.250 )
Amido 23,449 15,821 0,757
Soro de leite em po 12,097 6,250 -
Produto lacteo, 38% de 6.000 6.250 )
lactose

DL-Metionina 0,227 0,187 0,101
L-Triptofano 0,052 0,040 0,008
L-Treonina 0,185 0,158 0,091
L-Lisina 0,500 0,434 0,312
L-Valina 0,114 0,071 -
Fitase 0,010 0,010 0,010
Premix Vit/Min? 1,000 1,000 1,000
Sal 0,200 0,250 0,400
Calcario 0,579

Fosfato bicalcico 0,542 0,704 0,668
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Sulfato de calcio 0,550 0,750 -

Antioxidante 0,025 0,025 0,025
Flavorizante 0,050 0,050 0,050
Caulim 0,500 0,500 0,500

Valores Calculados
Energia metabolizavel,

3433,21 3369,17 3309,10
Kcal/kg
Proteina bruta 19,88 19,90 20,67
Lisina Total (%) 1,56 1,46 1,34
Lisina Digestivel (%) 1,45 1,39 1,17
Ca (%) 0,73 0,63 0,60
P (%) 0,44 0,48 0,47
P disp (%) 0,36 0,38 0,35
AA Sulfurado (%) 0,76 0,73 0,67
Lactose (%) 11,11 6,97 -

1 Composigéo/kg do produto: Cu (12,00 mg); Fe (80,00 mg); | (1,00 mg); Mn (40,00 mg); Se
(0,36 mg); Zn (110,00 mg); vit. A (6875,00 U.L.); vit. D3 (1505,00 U.L.); vit. E (40,00 mg); vit.
K3 (3,07 mg); vit. B1 (1,00 mq); vit. B2 (3,13 mg); vit. B6 (2,00 mg); vit. B12 (0,02 mg); niacina
(30,00 mg); acido félico (0,30 mg); &cido pantoténico (15,00 mg); biotina (0,10 mg); colina
(200,97 mg).

5.2.4 Procedimentos experimentais

Na figura 1, € possivel visualizar o diagrama dos procedimentos
experimentais durante os 42 dias de experimento. O desafio ocorreu no oitavo,
nono e décimo sétimo dia de experimento. No oitavo e nono dia, dias esses
escolhidos a fim de mimetizar os dias de maior desafio de uma granja comercial;
os leitbes do tratamento CS receberam 1 ml de solugdo salina, via sonda
esofégica, e os leitdes dos tratamentos LY1, LY2 e CD receberam 1 ml de
solucdo contendo 10% UFC/ml de E. coli. Além disso, os animais passaram por
um estresse térmico para melhor efetividade do desafio o qual constituiu de
cortinas abertas e lampadas apagas durante o periodo mais frio (noite) e cortinas
fechadas e lampadas acesas no periodo mais quente (dia), do dia seis ao dia 11
de experimento. No entanto, os animais ndo responderam aos desafios pois
apresentavam higidos e com escore fecal considerado normal, por isso foi
realizada outra inoculacdo no décimo sétimo dia. Os animais dos tratamentos
com desafio receberam 2 ml do in6culo a uma concentracdo de 10° UFC/ml de
E. coli.

O ino6culo bacteriano foi preparado a partir da cepa de campo Escherichia
coli F4 (LT*, STa* e STb*). A cepa foi cultivada em meio de cultura durante 16

horas, a 37°C, e em seguida foi lavada sequencialmente em PBS (tampé&o
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fosfato-salino), até a concentracdo de 10° ou 10° UFC/ml, de acordo com a
metodologia de Silveira (2014).

Aos 11, 28, e 42 dias de experimento nove animais de cada tratamento
foram abatidos, 36 animais por periodo, totalizando 108 animais abatidos ao final
do experimento, os animais selecionados para abate foram aqueles que
apresentavam o0 peso mais proximo ao peso meédio da sua respectiva unidade
experimental. O abate foi realizado com a técnica de eletronarcose para
insensibilizacdo dos animais, seguido por exsanguinacdo, no frigorifico da

Universidade de Sao Paulo — Campus Pirassununga.

Figura 1. Diagrama procedimentos experimentais
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de ragdo

5.2.5 Avaliacéo do desempenho

Os animais foram pesados ao inicio do experimento, aos sete, 11, 14, 21,
28, 35 e 42 dias de experimento. A ragao fornecida e as sobras foram avaliadas
diariamente. Com base nesses dados, calculou-se o ganho de peso diario

(GPD), o consumo de racéo diario (CRD) e eficiéncia alimentar (EA).

5.2.6 Ocorréncia de diarreia

Duas vezes ao dia, durante todo o experimento, foi realizada a anélise do
escore fecal atraves da classificacdo das fezes na baia e calculada a ocorréncia
de diarreia, por baia, em percentagem relacionada aos dias de estudo. Seguindo
a metodologia de Pedersen e Toft (2011), sendo associada a presenca de fezes
liquidas ou pastosas, com escore fecal de 1 a4. Os escores eram avaliados com
a nota de 1 a 4, de acordo com a consisténcia fecal (figura 2): escore 1, fezes

firmes e moldadas; escore 2, fezes moles e moldadas; escore 3, fezes moles e
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escore 4, fezes aquosas. Com a representacao de fezes normais os escores de

1 e 2; e diarreia os escores de 3 e 4.

5.2.7 Hemograma

A fim de monitorar o perfil sanguineo, foram coletadas amostras de
sangue em cada abate seriado, através de um tubo de coleta com anticoagulante
(EDTA) no momento da exsanguinacao para realizacdo de hemograma.

As andlises foram realizadas de forma automatizada - utilizando a
metodologia de impedancia elétrica e colorimetria - as contagens globais de
hemécias/uLs, leucécitos totais/uL, taxa de hemoglobina g/dL, determinacdo do
hematécrito %, determinacdo dos indices hematimétricos absolutos - VCM,
HCM, CHCM - e contagem global de plaquetas/uL. Além disso, houve contagem
diferencial de leucdcitos e avaliacdo da morfologia celular de forma manual,
utilizando esfregacos sanguineos corados pelo método de May-Grunwald-

Giemsa modificado.

5.2.8 Morfometria intestinal

Apés o abate, amostra do jejuno (2,0 cm) foi coletada para avaliacdo da
integridade da mucosa. A amostra foi previamente lavada com agua destilada,
colocada em cassete histologico e submersa em uma solugdo com formol
tamponada a 10% por 48 horas, e em seguida colocada em alcool 70% até o
processamento da amostra. Para a preparacdo das laminas, as amostras
passaram por desidratacdo em série crescente de &lcoois (70%, 96%, 100%),

clarificadas com xilol, incluidas em parafina e microtomizadas (4um de
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espessura). A coloracdo dos cortes foi realizada com hematoxilina-eosina (HE)
e com isso, foi possivel examinar e avaliar a estrutura microanatbmica e
determinar a altura das vilosidades (V) (10 vilosidades medidas por secéo), a
profundidade da cripta (C) (10 criptas medidas por secao) e a relacéo altura das
vilosidades até a profundidade da cripta (V: C). As laminas foram analisadas
através de microscopio Optico com camera associada e foi utilizado software

analisador de imagens (ImageJ).

5.2.9 Composicdo Microbioldgica do conteudo cecal

Nos dias do abate, foram coletadas amostras do contetdo cecal dos
animais. Pos abate, foi realizada uma incisédo no ceco dos animais e o contetdo
armazenado em potes de coleta, imediatamente colocados no gelo e
posteriormente no freezer até o dia das analises. Foram realizadas analises das
colbénias de E. coli, Enterobactéria, Bifidobacterium e Lactobacilos no ambiente
intestinal.

Foram utilizados meios de cultura seletivos especificos para cada tipo de
bactéria; todas as amostras passaram por diluicdo seriada em PBS, fracionando-
as de 101 a 103 para E. coli, Enterobactéria e Bifidobactéria; e de 10-*a 10-° para
Lactobacilos. Para a quantificacdo de E. coli foi utilizado meio Harlequin E.
coli/coliform agar como meio seletivo cromogénico; foi inoculado 0,1 ml de cada
diluicdo por placa através da técnica de spread plate. Apds incubacao por 24
horas a 37°C foram contadas as colonias azul/verde. Para a analise de
Bifidobactéria foi utilizado dgar BSM (Sigma Aldrich) junto do suplemento BSM;
e novamente foi inoculado 0,1 ml para todas as diluicdes com a técnica spread
plate. As placas foram incubadas em jarra de anaerobiose por 48 horas a 37°C
e entdo levadas para a contagem. Finalmente, a analise de Lactobacillus foi
realizada através do meio seletivo agar MRS e dessa vez, foi inoculado 1 mL de
cada diluicdo, adotando-se a técnica de pour plate; as placas foram incubadas
por 24 horas, a 37°C.

As contagens de todas as colonias (UFC/g) foram submetidas a

transformacao logaritmica (logio) antes da analise estatistica.
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5.2.10 Composicao de acidos graxos de cadeia curta (AGCC)

A analise dos acidos graxos de cadeia curta (acetato, propionato,
isobutirato, butirato, isovalerato e valerato) foi realizada a partir de contetudo
cecal coletado, em tubos falcon, apds abate. Em uma amostra de 2 g do
conteudo foi adicionado 4 mL de &acido férmico (17%) para extrair e conservar 0s
acidos graxos presentes, posteriormente foi realizada a centrifugacao a 2500
rom e entdo o sobrenadante foi analisado para quantificagdo dos AGCC
utilizando o cromatografo de gas Agilent 7890A equipado com detector de
ionizacdo de chama (7683B) e uma coluna capilar de silica fundida (J & W
19091F-112, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), de 25 m de
comprimento e 320 ym de diametro interno, contendo 0,20 uM de cianopropil
polissiloxano. A aquisicdo de dados foi realizada por meio do software
ChemsStation (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). O tempo total de
execucao cromatografica foi de 16,5 min, dividido em trés ciclos de aguecimento,
como segue: 80 -C (1 min), 120 -C (20 -C / min por 3 min) e 205 -C (10 -C / min
por 2 min). O hidrogénio foi usado como gas de arraste a uma taxa de fluxo de
1,0 mL / min, e 0 a temperatura do injetor e detector era 260 -C. O gas nitrogénio
foi usado como gas de “reposi¢cao” a uma taxa de 30 mL / min. O hidrogénio foi
usado como géas de arraste a uma taxa de fluxo de 1,35 mL / min, e a temperatura
do injetor e detector foi 260 -C. O gas nitrogénio foi usado como o gas de
“reposi¢ao” a uma taxa de 40 mL / min. A opgao de divisdo na proporgao de 20:
1 foi usada. A concentracdo de AGCC (mM) foi calculada com base em uma
curva de calibracdo externa feita com cromatografia padroes (Chem Service,
West Chester, PA, EUA) de acido acético (995 mL / L, CAS 64-19-97); acido
propidnico (990 mL / L, CAS 9.4.79); acido isobutirico (990 mL / L, CAS 79-31-
2) acido butirico (987 mL / L, CAS 107-92-6), isovalérico (990 mL / L, CAS 503-
74-2) e acido valérico (990 mL / L, CAS 109-52-4).

5.2.11 Anélise econdbmica

Ao final do experimento foi realizada analise econdmica com o intuito de
avaliar a viabilidade da utilizacdo ou ndo dos probioticos na dieta de leitdes na
fase de creche. As variaveis analisadas foram receita, margem bruta, renda

liguida e retorno sobre o investimento, conforme dados da Central de Inteligéncia
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de Aves e Suinos (CIAS) para o0 més de agosto de 2019. Os custos totais de
producdo foram compostos por (i) custos com ragao e (ii) outros custos. Os
"outros custos de producao” foram considerados de acordo com custos da
agroindustria em uma Unidade Produtora de Leitdes de Creche (UPLC), e sao
representados por: custos com mao de obra; sanidade; transporte;
manutenc¢des; depreciacdes; energia elétrica; custo do capital; e diversos. Para
a composicao da receita da atividade, foi considerado o valor de venda do animal
estipulado na bolsa de Suinos da Associacéo Paulista dos Criadores de Suinos
(APCS), para o més de setembro de 2019. Como forma de correcéo de preco,
agregou-se 60% ao preco do cevado (APCS) para compor o preco de venda do
leitdo descrechado.

5.2.12 Analise Estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para analisar a normalidade dos
dados e quando eles ndo apresentaram essa distribuicdo foi realizada a
transformacao usando o PROC RANK (SAS INSTITUTE INC, 2009).

Todas as variaveis foram submetidas a andlise de variancia. Quando
houve diferenca estatistica pelo teste de F (P<0,05) foi adotado o teste de Tukey
para comparacao das médias. Os dados foram submetidos ao pacote estatistico
do software SAS (2009) através do procedimento MIXED.

Para a variavel ocorréncia de diarreia, foi utilizado o procedimento
NPARIWAY do SAS, para as variaveis que foram rejeitadas pelo teste de
Kruskal-Wallis ao nivel de probabilidade de 5%, o teste de Dunn foi aplicado
como pos-hoc para comparacbes multiplas pareadas com P <0,05 sendo

considerado significativo.

5.3 RESULTADOS

Desempenho

O experimento foi dividido em trés periodos (0-7, 8-28, 29-42), conforme
as trocas de racdo e o desempenho dos animais também foi considerado nos
mesmos periodos e na fase total (Tabela 3). No primeiro periodo (0-7 dias), os

animais do tratamento LY1 apresentaram peso vivo superior em 3,4% (P=0,031),
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ganho de peso diario (GPD) superior em 15,2% (P=0,033) e a eficiéncia
alimentar melhor em 9,5% (P=0,009) quando comparado aos animais do
tratamento CD.

No segundo periodo (8-28 dias), os animais do tratamento LY1
apresentaram peso vivo superior em 7,7% (P < 0,01), GPD superior em 11,3%
(P < 0,01) e consumo de racdo diario (CRD) superior em 12,3% (P = 0,012)
guando comparado aos animais do tratamento CD.

Por fim, para o ultimo periodo (29-42 dias) bem como para a fase total (0-

42 dias) ndo foram observados efeitos significativos dos tratamentos (P > 0,10).

Tabela 3.Desempenho de suinos na fase de creche desafiados com E. coli F4 recebendo
dietas suplementadas com levedura.

Variaveis Tratamento EPM Val?ar de
CS LY1 LY2 CD
Peso inicial, kg 6,71 6,70 6,70 6,70 0,2678 0,625
Peso 7 dias, kg 870 ab 883 a 875 ab 854 b 0,3650 0,031
GPD, 0-7 dias, kg 0,284 ab 0,304 a 0,293 ab 0,264 b 0,0163 0,033
CRD, 0-7 dias, kg 0,383 0,400 0,391 0,385 0,0208 0,605
EA 0-7 dias 0,762 ab 0,752 a 0,742 a 0,687 b 0,0165 0,009
Peso 28 dias, kg 18,61 ab 19,26 a 1866 ab 17,88 b 0,6591  0,0009
GPD, 8-28 dias, kg 0,470 ab 0,493 a 0,472 ab 0,443 b 0,0160 0,002
CRD, 8-28 dias, kg 0,715 ab 0,756 a 0,719 ab 0,673 b 0,0319 0,012
EA 8-28dias 0,661 0,657 0,663 0,659 0,0124 0,975
Peso 42 dias, kg 26,01 26,48 26,28 25,72 0,7565 0,322
GPD, 29-42 dias,kg 0,528 0,504 0,520 0,534 0,0203 0,680
CRD, 29-42 dias, kg 0,937 0,958 0,960 0,971 0,0407 0,900
EA 29-42 dias 0,573 0,527 0,546 0,554 0,0197 0,382
GPD, 0-42 dias, kg 0,458 0,466 0,458 0,443 0,0135 0,255
CRD, 0-42 dias, kg 0,734 0,764 0,744 0,725 0,0296 0,354
EA 0-42 dias 0,629 0,612 0,619 0,614 0,0110 0,573

CS: sem levedura e ndo desafiado; LY1: cepa 1 de levedura e desafiados; LY2: cepa 2 de
levedura e desafiados; CD: sem levedura e desafiados; EPM: erro padréo da média; GPD:
Ganho de peso diario; CRD: consumo de ragéo diario; Médias na linha seguidas por letras
distintas diferem pelo teste de Tukey com P<0,05.

Ocorréncia de diarreia
A andlise do escore fecal foi realizada duas vezes ao dia e estao

representadas na tabela 4, as porcentagens de cada escore fecal, o escore fecal
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meédio de cada tratamento e o escore fecal total de acordo com os trés periodos
do experimento, nesse caso foi apresentado em relacdo as semanas: semana 1
(0 - 7 dias), semana 2 a semana 4 (8 - 28 dias), semana 5 a semana 6 (29 - 42
dias) e o periodo total do experimento (0 - 6 semanas).

No primeiro periodo, a diferenca estatistica observada foi em relacdo aos
tratamentos LY2 comparado com o CS. Foi observado um aumento de 41,6 %
(P = 0,042) no escore 2 do tratamento LY2. Para as outras variaveis, nao foram
observadas diferencas estatisticas.

No segundo periodo os animais foram desafiados com a cepa de E. coli
F4 e os resultados foram mais expressivos. Os animais do tratamento CS
apresentaram resultados de escore 1 superiores em 13,6% (P =0,04) em relacdo
ao tratamento LY2. J& em relacdo ao escore 2, esses animais apresentaram
resultados superiores em 46,4% (P = 0,0347) comparados ao tratamento CS.
Resultados significativos também foram encontrados no escore 3 em que 0S
animais do tratamento LY1 apresentaram reducdo de 85,3% (P < 0,01)
comparados ao tratamento LY2. Por fim, no escore fecal médio de cada
tratamento, o tratamento CS apresentou escore mais proximo de 1 sendo 10%
menor que o tratamento LY2 (P = 0,044).

No ultimo periodo ndo foram observados efeitos significativos dos
tratamentos (P > 0,10).

Por fim, para o periodo total, foram observadas diferencas significativas
para os escores 1, 2 e total. Os animais do tratamento CS apresentaram
resultados superiores para a variavel escore 1 em 13,4 % (P = 0,02) comparado
ao tratamento LY2 e em 10% (P = 0,02) comparado ao tratamento CD. Ja para
a variavel escore 2, os animais do tratamento LY2 apresentaram resultados
maiores em 25% (P < 0,01) quando comparados ao tratamento CD. Em relacdo
a variavel escore fecal total médio de cada tratamento, os resultados foram
diferentes para os tratamentos LY2 e CD, que apresentaram o mesmo valor
(1,489), sendo superiores em 6% (P = 0,049) quando comparados ao tratamento

CS apresentando fezes mais moles.
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Tabela 4. Percentual de animais avaliados nos Escore fecal* de suinos na fase de creche
desafiados com E. Coli F4 recebendo dietas suplementadas com

levedura e escores fecais

meédios...
Tratamento EPM Valor
S de P

Variaveis
CS LY1 LY2 CD

Escore 1 S1, % 83,02 76,96 75,45 76,56 9,67 0,245
Escore 2 S1, % 13,55 b 19,91 ab 23,21 a 19,94 ab 8,62 0,042
Escore 3 S1, % 2,72 3,13 1,24 3,26 2,74 0,402
Escore 4 S1, % 0,71 0,00 0,10 0,23 0,75 0,243
Escore fecal S1 1,211 1,262 1,260 1,272 0,12 0,599
Escore 1 S2-4, % 86,30 a 81,45 ab 74,56 b 80,21 ab 9,04 0,040
Escore 2 S2-4, % 12,50 b 18,19 ab 23,34 a 17,79 ab 8,32 0,035
Escore 3 S2-4, % 1,21 ab 0,31 b 2,11 a 1,82 ab 1,72 0,007
Escore 4 S2-4, % 0,00 0,05 0,00 0,18 0,21 0,098
Escore fecal S2-4 1,149 b 1,190 ab 1,275 a 1,220 ab 0,10 0,044
Escore 1 S5-6, % 29,05 25,89 23,68 22,19 8,45 0,266
Escore 2 S5-6, % 56,68 58,09 62,92 59,19 6,56 0,127
Escore 3 S5-6, % 13,10 12,94 10,63 14,77 5,34 0,268
Escore 4 S5-6, % 1,17 3,08 2,77 3,85 3,38 0,179
Escore fecal S5-6 1,864 1,932 1,925 2,003 0,17 0,145
Escore 1 total, % 66,67 a 62,18 ab 57,75 b 60,26 b 7,22 0,020
Escore 2 total, % 27,40 b 31,78 ab 36,51 a 31,95 ab 6,21 0,003
Escore 3 total, % 5,42 4,99 4,80 6,38 2,14 0,413
Escore 4 total, % 0,51 1,05 0,94 1,41 1,13 0,230
Escore fecal total 1,398 b 1,449 ab 1,489 a 1,489 a 0,10 0,049

CS: sem levedura e ndo desafiado; LY1: cepa 1 de levedura e desafiados; LY2: cepa 2 de levedura e
desafiados; CD: sem levedura e desafiados; EPM: erro padréo da média; *Categorias de consisténcia
fecal: escore 1 = firme e moldado, escore 2 = mole e moldado, escore 3 = mole e escore 4 = aquoso,
onde escores de 1 e 2 representaram fezes normais e escores de 3 e 4 representaram diarreia
(Pedersen e Toft, 2011); Escore fecal total: Média ponderada dos escores fecais; EPM: Erro padrdo da
média; Médias na linha seguidas por letras distintas diferem pelo teste de Dunn com P<0,05.

Hemograma

Os dados do hemograma estdo apresentados na tabela 5 e foram

divididos conforme os periodos do estudo. Sendo realizada a coleta no momento

da exsanguinacéo de cada abate (Abates 1, 2 e 3).

Nao foram observados efeitos significativos entre os grupos de tratamento

para todos os parametros avaliados (P>0,05) nos abates 1 e 2. No entanto, foi

observada diferenca significativa apenas no ultimo abate para a variavel

eritoblastos/100 leucécitos, em que os animais do tratamento LY?2 apresentaram
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um aumento de 170% quando comparados aos animais do tratamento CS

(P=0,050).

Tabela 5. Hemograma completo de suinos na fase de creche desafiados com E. Coli F4
recebendo dietas suplementadas com levedura.

Tratamento

Variaveis EPM Valor
cs LY1 LY2 CD de P
Abate 1
Hemacias (x10%/L) 6,28 6,00 6,05 6,04 0,223 0,781
Hemoglobina (g/dL) 11,39 10,79 10,90 10,98 0,405 0,731
Hematocrito (%) 35,69 34,41 34,62 34,39 1,276 0,869
VCM (fL) 57,08 57,39 57,30 57,09 0,767 0,978
HCM (pg) 18,11 17,91 17,99 18,10 0,307 0,923
CHCH (%) 31,80 31,31 31,47 31,83 0282 0,321
E;'Hggclﬁit;s’ 100 1,75 3,44 5,50 2,00 1,697 0,377
éeolﬁﬁgﬂtgss JSE‘;"S 16067 16852 19036 16795  1664,110 0,611
Neutréfilos bastonetes (%) 0,500 1,222 1,200 0,875 0,524 0,739
?(',Z)“tmf"os Segmentados 5605 45111 42,200 42,875 4,923 0,943
Linfécitos (%) 50,375 50,333 52,400 53,375 4929 0,951
Mondcitos (%) 2,250 2111 2,800 1,750 0514 0,707
Eosinéfilos (%) 0,375 0,444 0,700 0,625 0312 0811
Baséfilos (%) 0,875 0,778 0,700 0,500 0,315 0,833
Plaquetas (x103/pL) 35%,25 34%44 391,300 213)’50 65936 0,261
Proteina plasmatica (g/dL) 5,175 4,978 5,260 4,975 0136 0,216
Relacdo Neutrdfilo/linfocito 1,040 1,087 1,028 0,976 0,266 0,852
Abate 2

Hemécias (x10°/yiL) 6,19 6,93 6,62 6,92 0426 0,676
Hemoglobina (g/dL) 10,25 11,37 11,28 10,94 0,685 0,760
Hematocrito (%) 33,56 37,42 36,84 35,98 2254 0,764
VCM (fL) 48,49 54,10 55,74 52,23 3,192 0,189
HCM (pg) 14,76 16,36 17,00 15,82 0,984 0,262
CHCH (%) 27,10 30,35 30,54 30,36 1,711 0,988
Eé'gcoé’('ﬁztsos'/ 100 1,22 211 2,11 278 1,197 0,551
owiconross g 10w IO B e oo
Neutréfilos bastonetes (%) 0,44 0,11 0,11 0,22 0,162 0,337
E\(',Z)“tmf"os Segmentados 54 5, 45,00 43,33 41,11 3,939 0,440
Linfécitos (%) 49,88 53,15 53,38 56,41 4540 0,708
Monécitos (%) 1,33 1,33 222 1,33 0,361 0,239
0,77 0,66 1,11 0,44 0,304 0,394

Eosindfilos (%)
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Basdfilos (%) 0,11 0,22 0,33 0,00 0,124 0,289
Plaquetas (x10%/pL) 531,89 633,44 566,00 433,67 94,974 0,502
Proteina plasmatica (g/dL) 5,00 5,54 5,40 5,38 0,325 0,561
Relacéo Neutrdfilo/linfocito 0,78 0,94 0,84 0,84 0,134 0,780
Abate 3
Hemacias (x108/uL) 7,45 7,52 7,31 7,62 0,182 0,621
Hemoglobina (g/dL) 12,49 12,59 12,06 12,33 0,325 0,636
Hematdcrito (%) 40,79 41,23 39,74 40,87 1,119 0,774
VCM (fL) 54,69 54,88 54,39 53,83 0,940 0,880
HCM (pg) 16,68 16,67 16,42 16,18 0,284 0,540
CHCH (%) 30,58 30,50 30,32 30,11 0,198 0,327
Criroblastos/ 100 245 _ 304 O 679 _ 562 o 1174 0050
é%?ﬁg%?ss('/rﬁi?ls 20(:)3(?8, 228159, 233(4;3,0 216186, 2903,210 0,938
Neutrdfilos bastonetes (%) 0,30 0,51 0,68 0,52 0,310 0,780
('\j/f)”tmf"os Segmentados 5300 5567 5589 4900 4,783 0,707
Linfocitos (%) 40,21 37,96 37,93 44,97 4,828 0,678
Mondcitos (%) 5,42 5,62 4,69 3,43 1,146 0,357
Eosindfilos (%) 0,66 0,43 0,78 1,63 0,401 0,244
Basdfilos (%) 0,22 0,00 0,11 0,38 0,160 0,418
Plaquetas (x10%/pL) 427,22 582,11 526,22 440,00 79,977 0,443
Proteina plasmatica (g/dL) 5,94 6,26 6,03 6,02 0,131 0,187
Relacéo Neutrdfilo/linfocito 1,72 1,74 1,91 1,31 0,422 0,634

CS: sem levedura e ndo desafiado; LY1: cepa 1 de levedura e desafiados; LY2: cepa 2 de
levedura e desafiados; CD: sem levedura e desafiados; EPM: erro padrdo da média; Médias na
linha seguidas por letras minusculas distintas diferem pelo teste de Tukey com P<0,05.

Morfometria intestinal

Os parametros de morfometria avaliados foram altura de vilosidade,
profundidade de cripta e relacdo vilosidade:cripta. Os resultados foram
apresentados em relacdo aos periodos de abate (1, 2, 3) e podem ser
observados na tabela 6.

No presente estudo, ndo houve efeitos significativos entre os grupos de

tratamentos para todos os parametros analisados (P>0,05).

Tabela 6. Analise histolégica de amostras de jejuno de leitdes desmamados, alimentados com
dietas contendo leveduras e desafiados com E. coli F4.

o Tratamentos
Variaveis EPM Valor P
CS LY1 LY?2 CD

Abate 1
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Altura de vilosidade (im) 270,43 310,01 279,07 285,82 22.74 0,620
Profundidade de cripta 225,3 186,96 232,27 201,07 34,04 0,925
(Hm) 4

Relacéo vilosidade:cripta 1,25 1,92 1,30 1,43 0,262 0,361
Abate 2

Altura de vilosidade (um) 302,05 281,11 253,38 318,97 36,11 0,536

me“”d'oﬁf’)de cpta 57316 20262 25417  318.8 31,05 0,429

Relacao vilosidade:cripta 1,08 1,00 1,06 1,08 0,182 0,985
Abate 3

Altura de vilosidade (um) 257,89  327,7 249,39 313,22 60,34 0,399

PrOf“”d'ciiff)de crpta 54800 3267 306,96 272,39 44,78 0,378

Relacéo vilosidade:cripta 1,07 1,01 0,98 1,20 0,29 0,734

CS: sem levedura e ndo desafiado; LY1: cepa 1 de levedura e desafiados; LY2: cepa 2 de
levedura e desafiados; CD: sem levedura e desafiados; EPM: erro padrdo da média.

Composicéo Microbiol6gica do contetdo cecal

Os dados de microbiologia estédo apresentados na tabela 7 e foram
divididos conforme os periodos de abate 1, 2 e 3. As variaveis analisadas
(UFC/g) foram: E. coli, Enterobactérias, Lactobacilos e Bifidobactéria.

N&o foram observados efeitos significativos entre os grupos de tratamento
para todos os parametros avaliados (P>0,05) nos abates 1 e 3. No entanto, foi
observada diferenca significativa no abate 2 para a variavel Bifidobactéria, em
gue os animais do tratamento CD apresentaram um aumento de 10,5% quando

comparados aos animais do tratamento LY1 e LY2 (P=0,018).

Tabela 7. Composicéo microbioldgica do contelddo cecal do jejuno de suinos na fase de creche
desafiados com E. Coli F4 recebendo dietas suplementadas com levedura.

V(%r'i:%vlgi)s Tratamento EPM Val%r de
CSs LY1 LY2 CD
Abate 1
E. coli 3,15 2,63 2,68 2,98 0,302 0,743
Enterobactéria 2,97 2,91 2,86 3,54 0,499 0,488
Lactobacilos 7,68 7,60 7,46 7,98 0,213 0,257
Bifidobactéria 4,95 4,88 4,68 5,23 0,236 0,399
Abate 2
E. coli 4,26 4,41 4,60 513 0,352 0,216
Enterobactéria 4,04 4,05 3,99 4,54 0,382 0,490

Lactobacilos 6,94 7,35 7,12 7,55 0,198 0,184
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Bifidobactéria 534 ab 5,28 b 5,24 b 586 a 0,172 0,018

Abate 3
E. coli 4,71 3,33 4,33 4,04 0,741 0,485
Enterobactéria 3,43 - 5,06 3,70 0,042 -
Lactobacilos 8,06 7,46 7,87 7,68 0,278 0,566
Bifidobactéria 4,35 4,38 4,52 4,50 0,217 0,941

CS: sem levedura e ndo desafiado; LY1: cepa 1 de levedura e desafiados; LY2: cepa 2 de
levedura e desafiados; CD: sem levedura e desafiados; EPM: erro padrédo da média; Médias na
linha seguidas por letras distintas diferem pelo teste de Tukey com P<0,05.

Composicao de &cidos graxos de cadeia curta

Os &cidos graxos de cadeia curta avaliados foram: acetato, propionato,
isobutirato, butirato, isovalerato e valerato. Os resultados foram apresentados
em relacdo aos periodos de abate (1, 2, 3) e podem ser observados na Tabela
8.

No presente estudo, ndo houve efeitos significativos entre os grupos de
tratamentos para todos os parametros analisados (P>0,05). No entanto, foram
observadas tendéncia para as variaveis acetato e valerato no primeiro abate; e
butirato no segundo abate. Em relacéo ao acetato, os animais do tratamento LY1
e LY2 apresentaram valores 24,7% superiores comparado aos animais do
tratamento CD (P=0,058). J& para a variavel valerato, foi observado um aumento
de 47,4% nos animais do tratamento CD comparados aos animais do tratamento
CS (P=0,062). O butirato apresentou niveis 31,27% dos tratamentos LY1 e LY2
guando comparado aos animais do tratamento CS e CD.

Tabela 8. Concentracdo de acidos graxos de cadeia curta no contetido cecal de suinos na
fase de creche desafiados com E. coli F4 recebendo dietas suplementadas com levedura.

Tratamento

Variaveis (mM) EPM Valor de P
CS LY1 LY2 CD
Acetato 19,70 21,83 24,16 18,19 1,632 0,058
Propionato 7,32 8,68 8,51 8,44 0,692 0,453
Isobutirato 0,117 0,088 0,150 0,125 0,037 0,722
Butirato 2,70 3,35 3,70 2,91 0,373 0,187
Isovalerato 0,115 0,103 0,176 0,123 0,046 0,846
Valerato 0,293 0,433 0,517 0,557 0,085 0,062

Abate 2




a7

Acetato 14,33 18,49 15,25 15,74 1,962 0,492
Propionato 6,46 8,98 7,96 6,84 0,744 0,100
Isobutirato 0,162 0,281 0,276 0,216 0,058 0,633

Butirato 2,47 4,15 4,22 2,90 0,570 0,094
Isovalerato 0,187 0,416 0,372 0,268 0,088 0,379

Valerato 0,438 0,796 0,823 0,557 0,132 0,314

Abate 3

Acetato 21,51 22,90 19,63 23,05 1,613 0,403
Propionato 12,14 12,33 10,34 12,95 0,984 0,202
Isobutirato 0,108 0,075 0,037 0,079 0,108 0,538

Butirato 5,03 6,71 5,04 6,56 0,846 0,305
Isovalerato 0,139 0,074 0,069 0,107 0,065 0,647

Valerato 1,151 1,559 1,238 1,634 0,252 0,242

CS: sem levedura e ndo desafiado; LY1: cepa 1 de levedura e desafiados; LY2: cepa 2 de
levedura e desafiados; CD: sem levedura e desafiados; EPM: erro padrdo da média.

Anélise Econdmica

A andlise econbmica foi realizada ao final do experimento levando em
consideracao a receita, margem bruta, renda liquida e taxa de retorno de todos
os periodos. Os resultados estdo apresentados na tabela 9.

N&o foram encontrados resultados significativos na analise econémica do

experimento (P>0,05).

Tabela 9. Analise econdmica de suinos na fase de creche desafiados com E. coli F4 recebendo
dietas suplementadas com levedura.

Tratamento
Variaveis EPM ValordeP
Cs LY1 LY2 CD
Receita, R$ 410,71 413,59 407,72 397,33 13,36 0,838
Margem bruta, R$ 185,35 174,61 178,89 176,89 10,40 0,898
Renda liquida, R$ 123,75 113,02 117,29 115,29 10,40 0,898
Taxa de retorno, % 44,12 38,15 40,88 41,30 4,27 0,806

CS: sem levedura e ndo desafiado; LY1: cepa 1 de levedura e desafiados; LY2: cepa 2 de
levedura e desafiados; CD: sem levedura e desafiados; EPM: erro padrao da média.

5.4 DISCUSSAO
Desempenho
O uso de probidticos, especialmente a levedura Saccharomyces

cerevisiae, tem sido amplamente utilizado por estar relacionada em estabelecer
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uma competicdo entre 0s microrganismos benéficos e microrganismos
indesejaveis, favorecendo o indice de conversdo alimentar, jA que a microbiota
intestinal afeta significativamente a digestao e absor¢éo dos nutrientes (SILVA
et al. 2006) e com isso, relaciona-se com a promocao da saude intestinal,
melhorando o desempenho do crescimento (CHE et al., 2017).

O resultado de melhor GPD nos dois primeiros periodos, bem como a
melhor EA no primeiro periodo podem estar associado a capacidade do
probidtico em minimizar o desafio, devido ao seu efeito anti-inflamatoério
(SOUGIOULTZIS et al., 2006), sendo capaz de bloquear a via de ativacao do
NF-kB (PETROF et al. 2004) e consequentemente, minimizando citocinas pré
inflamatdrias que levam a anorexia (JUNIOR et al., 2013). Podendo assim, os
resultados serem atribuidos a suplementacao do probidtico, o que corrobora com
0s resultados encontrados por outros autores (JURGENS; RIKABI;
ZIMMERMANN, 1997; MALONEY et al., 1998; MATHEW et al., 1998;
BONTEMPO et al., 2006; LI et al., 2006; CHE et.al, 2017).

No entanto, alguns autores ndo encontraram diferenca na suplementacao
de leveduras probiodticas, discordando dos resultados encontrados no presente
estudo (KORNEGAY et al., 1995, JURGENS et al., 1997). Além disso, a falta de
resultados obtidos no ultimo periodo pode estar associada ao término da
inclusdo do O6xido de zinco na racdo, este, considerado um promotor de
crescimento, pois como demonstrado por Van Heugten et al. (2003), apenas
foram observados efeitos positivos na suplementacdo com leveduras vivas
guando as dietas continham substancias promotoras de crescimento. Outro fator
que também pode estar associado, seria a reducao do desafio no ultimo periodo,
ja que os animais estdo mais adaptados ao ambiente em questéo.

Os relatos na literatura podem nado ser consistentes e nesse sentido é
importante ressaltar que fatores como o tipo de cepa probidtica que esta sendo
utilizada, condicbes de manejo e estresse, formas de fabricacdo e
armazenamento do produto (NRC, 2012), dosagem utilizada (ROBLES-
HUAYANATE et al., 2013) e também o estado fisiologico dos animais ou o
ambiente em que sé&o criados (MONROY-SALAZAR et al., 2012) podem interferir
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na acdo dos probidticos em relacdo ao desempenho do animal, o que pode

dificultar a comparagao entre os experimentos.

Ocorréncia de diarreia

A ocorréncia de diarreia pés desmame € considerada um dos principais
problemas de perdas econdmicas por estar associada a sua alta morbidade e
mortalidade dos animais (LALLES et al., 2007). No presente estudo,
considerando a metodologia proposta, escores fecal 3 e 4 dizem respeito a
diarreia, portanto os animais suplementados com a cepa 1 (LY1) foram capazes
de manter o escore fecal com fezes consideradas normais, quando comparados
ao tratamento em que os animais foram suplementados com a cepa 2 (LY2) no
periodo pos desafio com E. coli F4. Isso corrobora com os dados obtidos em
diversos estudos (TRCKOVA et al.,, 2014; TREVISI et al., 2015; CHE et al.,
2017), que mostraram uma reducdo da gravidade da diarreia em animais
suplementados com S. cerevisae logo apés o desafio com E. coli F4. Com isso,
a cepa 1, ao contrario da cepa 2, possivelmente foi capaz de induzir, nos
enterocitos, atividade anti-inflamatoria, como foi demonstrado in vitro (ZANELLO
et al., 2011a; ZANELLO et al., 2011b). No entanto, n&o foi capaz de interferir na
E. coli patogénica, j& que sua contagem na microbiota cecal ndo foi diferente dos
outros tratamentos. O contrario foi relatado por Trckova et al. (2014), em que a
cepa de levedura utilizada foi capaz de aderir ao epitélio intestinal, por exclusao
competitiva, em seu lugar, prevenindo doencas.

No que diz respeito ao periodo total do experimento, ndo foram
observadas alteracdes significativas a ponto de caracterizar diarreia expressiva.
Podendo estar associado a condicdes ambientais favoraveis, leitbes saudaveis
(LIAO; NYACHOTI, 2017), tipo e dosagem de cepas utilizadas, quantidade
insuficiente de indculo bacteriano para o desafio, bem como o periodo em que
foi realizado o desafio nos leitdes (CHE et al., 2017).

Além disso, foram utilizados ingredientes de alta digestibilidade e niveis
adequados de proteinas lacteas e funcionais, favorecendo a capacidade

digestiva dos animais desmamados, bem como a utilizacdo de 6xido de zinco
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em todos os tratamentos, o0 que ja foi demonstrado ser eficaz na reducéo da

ocorréncia de diarreia em leitdes desmamados (SUN et al., 2019).

Hemograma

Os valores observados neste estudo se mantiveram dentro dos limites
fisiologicos considerados normais para a espécie suina segundo Friendship e
Henry (1992), Kaneko, Harvey e Bruss (1997) e Prado (2004).

A presenca de eritoblastos sugerem eritropoiese e anemia regenerativa,
contudo, outros parametros (hemacias, hematdcrito, hemoglobina) se
mantiveram normais, o que contradiz a alteracao presente, sendo dificil alguma
dessas causas serem consistentes. No entanto, o presente resultado né&o
concorda com o achado por Van der Peet-Schwering et al. (2007), onde o efeito
do tratamento ndo alterou as contagens de células sanguineas dos animais,

somente associadas a variavel tempo.

Morfometria intestinal

Para leitdes, o principal 6rgdo responsavel pela absorcéo e transporte de
nutrientes é o intestino delgado, por isso, manter a estrutura das vilosidades é
importante para garantir a funcdo normal da digestdo (ZHAXI et al., 2020). Além
disso, a morfologia intestinal, comprimento e largura das vilosidades e
profundidade da cripta, relaciona-se com a saude intestinal dos suinos. Quanto
mais longas as vilosidades e menos profundas as criptas, maior a relacdo
Vilosidade/Cripta (V/C) e consequentemente, melhor é a digestao e absorcéo de
nutrientes no intestino (BONTEMPO et al., 2006). No entanto, no presente
estudo, ndo houve efeitos significativos entre os grupos de tratamentos para
todos os parametros analisados (P>0,05). Para estudos utilizando probiético na
dieta de leitbes e avaliando essas variaveis, existe uma grande inconsisténcia
nos resultados apresentados (HAMPSON, 1986; BONTEMPO et al., 2006; CHE
et al., 2017; ZHAXI et al., 2020).

Nesse sentido, ndo foram observadas diferenca na altura de vilosidade e
profundidade de cripta no estudo de Che et al. (2017), entre os leitdes do grupo

alimentados com levedura e do grupo controle, mas, foram observadas reducao
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da altura das vilosidades entre os grupos controle desafiado e controle ndo
desafiado (maior altura). O fato do presente estudo nao ter obtido tais resultados,
pode estar relacionados a concentracdo utilizada na dose do desafio de E.coli
F4, ja que, Che et al. (2017) forneceram 50 vezes mais do in6culo quando
comparado ao presente estudo.

Outros estudiosos observaram aumento nas vilosidades e uma melhor
relacdo V:C, indicando um efeito positivo sobre os aspectos morfofuncionais
(BONTEMPO et al., 2006), e com isso, uma maior capacidade funcional dos
enterocitos. Zhaxi et al. (2020) também obtiveram resultados positivos com
inclusdo de Saccharomyces cerevisiae em que foi possivel manter a integridade
da mucosa dos leitdes, devido ao aumento observado das vilosidades.

A altura de vilosidade observada no presente estudo, é considerada
comum em leitBes pos desmame e corrobora com os resultados observados por
Hampson (1986). No entanto, foi verificado um aumento na profundidade de
cripta, podendo estar relacionado com o alto grau de imaturidade do 6rgéo nos

animais.

Microbiologia

A microbiota intestinal € um importante mecanismo de defesa do
organismo dos suinos, sendo a resisténcia a coloniza¢do um ponto crucial para
a saude do hospedeiro (SHEN et al., 2006). Vale ressaltar que a dieta influencia
diretamente na composi¢cdo microbiana do trato gastrointestinal (FRESE et al.,
2015). No entanto, no presente estudo, ndo foram observadas diferencas
significavas no primeiro e terceiro abate (P>0,05). Ja, com relacdo ao segundo
abate, a contagem de Bifidobactérias foi superior nos animais controle
desafiados. Tais bactérias estdo intimamente ligadas a promog¢éo da saude em
humanos (MATSUKI et al., 2004, ROGER et al., 2010; GUARALDI e
SALVATORI, 2012) e sao consideradas um dos principais componentes da
microbiota intestinal de suinos, mas em menor escala quando comparada aos
Lactobacilos (Tsuchida et al., 2017).

Com isso, no presente estudo, a inclusdo das cepas de levedura

probioticas ndo influenciaram significativamente a composi¢cado microbiolégica do



52

conteudo cecal. Esses achados, corroboram com os encontrados por Mathew et
al. (1998) e Li et al. (2006), em que a incluséo de cepas de levedura na dieta de
leitdes desmamados, foi capaz de melhorar ganho de peso e consumo de racgao,
mas ndo afetou o tipo da microbiota no trato gastrointestinal. Ja Van Heugten et
al. (2003), observaram melhora no ganho de peso e uma diminuicdo na
contagem total de bactérias e Lactobacilos nas fezes de leitbes desmamados
suplementados com levedura viva. Enquanto Che et al. (2017), tiveram além da
resposta positiva no desempenho dos animais suplementados com antibidtico e
ZnO e nos animais suplementados com levedura, uma reduc¢éo da contagem de
E. coli nas fezes dos animais, quando comparados aos animais do grupo
controle.

Além disso, segundo Cromwell (2000), a resposta ao uso de
antimicrobianos é maior em ambientes com alto desafio. Como no presente
estudo foi realizado um choque de antibidtico aos animais na primeira semana
de creche e utilizou-se éxido de zinco até o dia 28 de experimento, pode-se
concluir que o desafio pode néo ter sido suficiente, bem como o ambiente néo
foi semelhante ao cenario comercial, ndo sendo possivel induzir efeitos positivos

na microbiota.

Composicao de acidos graxos de cadeia curta

Considerados os principais produtos produzidos pelo metabolismo das
bactérias no intestino grosso dos suinos (BERGMAN, 1990), os AGCC sao o0s
principais responsaveis por fornecer energia aos colondcitos, fornecendo cerca
de até 70% (HOVERSTAD et al, 1984; LIVESEY, 1995). Com isso, se ha um
aumento da fermentacdo no intestino grosso, ha um aumento na producao de
AGCC e consequentemente, uma contribuicdo substancial para o suprimento
geral de energia (BELLIER e GIDENNE, 1996; MOURAO et al., 2005). Podem
ainda, estimular a reabsorcéo de agua e sodio (ROEDIGER e MOORE, 1981),
limitando assim o risco de diarreia; e ainda, desempenham um papel importante
na saude intestinal, afetando a producdo e secre¢cdo da mucina, camada de

muco que cobre a mucosa gastrointestinal (TAKO et al, 2008).



53

No presente estudo, foi observado na primeira fase uma maior tendéncia
dos niveis de acetato no conteudo cecal de leitdes dos tratamentos com
probidticos quando comparados aos controles. Segundo Fukuda et al. (2011),
niveis elevados de acetato produzido podem exercer sua acdo no epitélio
colénico induzindo efeitos anti-inflamatorios, podendo com isso, estar associado
ao maior consumo de racéo observado no presente estudo, devido a diminui¢céo
de citocinas pro inflamatérias.

Liu et al. (2014) descobriram que os probidticos podem acelerar a
decomposicdo dos carboidratos, influenciando a sintese de AGCC e ajudando a
aumentar a concentracdo de acido butirico no célon. No presente estudo, as
concentragfes de acido butirico tiveram uma tendéncia maior na segunda fase
de experimento (fase do desafio), em que se apresentaram maiores nos animais
tratados com as cepas probioticas, corroborando com outros autores que
mostraram o efeito do butirato no controle de patdégenos, como E. coli
(PROHASKA, 1986), e na funcéo de barreira intestinal (RAQIB et al., 2006;
GUILLOTEAU et al. 2010), apresentando maior proliferacédo do epitélio intestinal
e consequentemente, melhor desenvolvimento do intestino (ROEDIGER, 1982;
SAKATA, 1987).

Anélise econbémica

Diante dos resultados positivos para as variaveis de desempenho
avaliadas neste estudo, é importante avaliar o retorno econémico que pode ser
obtido com o investimento no uso de probidticos na fase de creche.
Considerando os custos de producdo, que sao fixos, para qualquer um dos
tratamentos avaliados, o uso dos probidticos resultaram em receita liquida
semelhante quando comparada ao uso de uma dieta basica sem aditivos. Além
disso, a taxa de retorno foi igual em todos os tratamentos e com valores
consideraveis, concluindo que todos os tratamentos foram viaveis

economicamente.

5.5. CONCLUSAO
Nas condi¢Oes estudadas, e levando em consideracdo que as duas

primeiras semanas pés desmame sdo as mais desafiadoras para o animal, a
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inclusédo da dieta contendo a cepa 1 de Saccharomyces cerevisiae (LY1), obteve
resultados melhores para o peso, GPD e CRMD. Foi capaz de minimizar os
efeitos deletérios associados ao desafio de E. coli F4 em leitdes desmamados,
provavelmente devido a um efeito sinérgico associado ao oOxido de zinco,

melhorando o desempenho produtivo dos animais nesse periodo.
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