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Resumo: Objetivou-se avaliar os efeitos dos probiéticos nos parédmetros de incubagdo e na composi¢cao da microbiota de
neonatos. Utilizou-se 360 ovos férteis em delineamento experimental inteiramente casualizado com trés tratamentos de
inoculagdo in ovo, sendo tratamento placebo e dois tratamentos com inoculac&o de probidticos (cultura indefinida e cepas
multiplas definidas). A solugdo injetavel teve proporgéo de 1:40, com volume de 0,2 mL/ovo, inoculado no liquido amnidtico
aos 18,5 dias de incubagdo. Os parémetros de incubagdo ndo foram afetados pelainoculagdo. A composicéo bacteriana a nivel
de filo e espécie da microbiota dos pintos neonatos que receberam inoculagéo de placebo foram Proteobacteria 85,97% e
Novosphingobium capsulatum 48,14%, respectivamente. Para os pintos inoculados com probidtico de cultura indefinida
encontrou-se também Proteobacteria 96,71%, e para espécie, espécies desconhecidas e outras espécies 68,57%. Os pintos
neonatos que receberam cepas multiplas definidas apresentaram os filos mais abundantes de Proteobacteria 93,97%, e para
espécie a Novosphingobium capsulatum 47,59%. Como conclusdo a metodologia de inoculagdo de probidticos in ovo ndo
interfere nos par@metros de incubagdo. Os probidticos empregados neste estudo ndo modularam a microbiota dos neonatos.
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EFFECT OF IN OVO INOCULATION OF PROBIOTICSON THE MICROBIOTA OF
BROILER CHICKS

Abstract: The objective was to evaluate the effects of probiotics on incubation parameters and the composition of the
microbiota of neonates. The study had 360 fertile eggs a completely randomized experimental design with three in ovo
inoculation treatments: a placebo treatment and two probiotic inoculation treatments (indefinite culture and defined strains).
The diluent was injected aration of 1:40 in avolume of 0.2 mL/egg; inoculation into the amniotic fluid occurred at 18.5 days
of incubation. Incubation parameters were not affected by inoculation. As for the composition of the intestinal microbiota, the
highest relative abundances were found for the phylum, Proteobacteria 85.97% and Species, Novosphingobium capsulatum
48.14%. For chicks inoculated with undefined culture, the highest relative abundances for phylum, Proteobacteria 96.71%
and Species, species were unknown species and other species 68,57%. For chicks inoculated with multiple defined strains, the
highest relative abundances for phylum, Proteobacteria 93.97% and Species, Novosphingobium capsulatum 47.59%. In
conclusion, the in ovo probiotic inoculation methodology does not interfere with the incubation parameters. However,
probiotics, regardless of the inoculated composition, not modulate the microbiota of neonates.
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Introducdo: A microbiota presente no trato gastrointestinal dos pintos neonatos € imatura e pouco diversificada, maior parte
oriunda da transmissao vertical através do trato reprodutor da matriz, mas pode ocorrer apds a oviposi¢ao onde 0s ovos tém
contato direto com o ninho ou nascedouro?. Embora o periodo de desenvolvimento da microbiota das aves seiniciaentre 2 a
4 dias de idadel, haregistros de formagdo da microbiota estruturada apos a ecloséo pelainoculagéo de probidticos naterceira
semana de incubacdo5. A inoculagdo de probidticos favorece aos pintos neonatos uma microbiota estruturada, apresentando
em sua composi ¢do grupos taxondmicos relacionados a microrganismos benéficos como pertencente ao filo Firmicutess, que
atuam na exclusdo competitiva através da eliminacdo de bactérias patogénicas pela producdo de acidos orgéanicos e
bacteriocinas6. Objetivou-se avaliar os efeitos dos probi6ticos nos parametros de incubagéo e na composi¢do da microbiota
de neonatos.

Material e Métodos: Foram utilizados 360 ovos férteis oriundos de matrizes da linhagem Ross com 32 semanas de idade.
Utilizou-se delineamento experimental inteiramente casualizado com trés tratamentos de inoculacdo in ovo, sendo tratamento
placebo (inoculagdo de solugdo salina estéril) e dois tratamentos com inoculagéo de probidticos (cultura indefinida e cepas
multiplas definidas) com 120 ovos cada. A preparacao da solucao injetavel seguiu arecomendagdo do fornecedor sendo 0,005
mL de probidtico e 0,195 mL de solugdo salina, totalizando inoculagdo Unica de 0,2 mL/ovo. A inoculagéo se deu via
cavidade amnidtica no ovo com 18,5 dias de incubagéo (444 horas)2. Ao final do nascimento foi calculada a eclodibilidade e
realizou-se o embriodiagndstico dos ovos nédo eclodidos2. Todos os neonatos foram pesados para avaliagéo do peso inicia, e
destes, 15 pintos por tratamento foram separados para a avaliagéo da qualidade fisica de pintos. Ao final, cinco pintos por
tratamento foram eutanasiados por deslocamento cervical para a pesagem do residuo vitelino e intestino total. Mais 15 pintos
foram utilizados para coleta do pool de meconio e contelido cecal. Para a coleta do mecdnio, o microtubo de centrifugacéo foi
posicionado na saida da cloaca e exerceu-se leve pressao no abddmen do pinto. Posteriormente, foi realizada a eutanasiae o
restante do contetdo cecal também foi armazenado no mesmo microtubo. As andlises da microbiota foram realizadas no
laboratério Imunova.

Resultado e Discussdo: Os resultados de eclodibilidade por tratamento foram placebo 92,85%, culturaindefinida 85,71% e
cepas multiplas definidas 87,50%, sem diferenca estatistica, o que esté de acordo com resultados encontrados na literatura8.
Os resultados do embriodiagndéstico também néo diferiram (dados ndo apresentados). Pintos oriundos dos ovos inocul ados



com placebo obtiveram menor escore de pernas e dedos, entendendo-se que apresentaram maior dificuldade em eclodir dos
ovos. Observou-se que os pintos que receberam probidticos in ovo obtiveram maior relagdo entre o peso do intestino e o peso
do pinto sem gema em comparagdo ao tratamento placebo (dados ndo apresentados). O intestino fica mais pesado quando os
probiéticos séo suplementados na ragéo4. Os trabal hos tem encontrado maiores valores do filo Firmicutes 79,88%3, 98,00%8
quando inoculado apenas Bacillus subtillis in ovo. Neste experimento, para todos 0s tratamentos, encontrou-se menor
percentual de filo Firmicutes e maior abundéncia do filo Proteobacteria (Figura 1). A menor abundancia relativa do filo
Firmicutes resultou em baixo percentual de bactérias oriundas deste filo, apresentado apenas a espécie Enterococcus faecalis
em 9,97% para o tratamento placebo; 2,32% para o tratamento de cepas mUltiplas definidas e 0,97% para o tratamento de
culturaindefinida. (Figura 2). No experimento atual, a coleta do conteldo intestinal foi ao finalizar aincubago, isso reforca
que talvez ndo permitiu a tempo o desenvolvimento ou a colonizagéo das bactérias probidticas visto que a literatura descreve
desenvolvimento entre 2 a4 dias de idadel

Figura 1. Abundéancia Relativa a Nivel de Filo Figura 2. Abundéncia Relativa a Nivel de Espécie
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Conclusdo: Com base nos resultados pode-se concluir que a metodol ogia de inoculagéo de probidticos in ovo ndo interfere
nos parametros de incubagéo. Os probi6ticos empregados neste estudo ndo modularam a microbiota dos neonatos.
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