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Impacto potencial desta pesquisa

Impacto cientifico esperado: Espera-se que o0s resultados gerem novos
conhecimentos sobre o uso desses produtos na industria avicola, contribuindo
para avancos significativos na prevencéo e controle de doencas infecciosas em

aves.

Impacto social esperado: A adocdo de posbiéticos como substitutos de
antibioticos na producao avicola pode ter um impacto positivo na saude publica,
reduzindo a prevaléncia de Salmonella em produtos avicolas e,
consequentemente, o risco de doengas transmitidas por alimentos para 0s
consumidores. Isso pode melhorar a qualidade de vida das pessoas ao reduzir
a incidéncia de doencas gastrointestinais relacionadas ao consumo de carne de

frango contaminada.

Impacto econdmico esperado: A implementacdo bem-sucedida de posbiéticos
na indastria avicola pode levar a beneficios econémicos significativos, incluindo
a reducdo dos custos associados ao tratamento de infeccfes bacterianas em
aves, bem como a melhoria da eficiéncia da producao avicola. Além disso, a
reducdo da dependéncia de antibiéticos pode levar a uma diminui¢cdo dos custos
relacionados a resisténcia bacteriana e ao uso excessivo de medicamentos na

agricultura.



Potential impact of this research

Expected scientific impact: It is expected that the results will generate new
insights into the use of these products in the poultry industry, contributing to
significant advances in the prevention and control of infectious diseases in

poultry.

Expected social impact: the adoption of postbiotics as substitutes for antibiotics
in poultry production can positively impact public health by reducing the
prevalence of Salmonella in poultry products and, consequently, the risk of
foodborne illnesses for consumers. This can improve people's quality of life by
reducing the incidence of gastrointestinal diseases related to consuming

contaminated chicken meat.

Expected economic impact: The successful implementation of postbiotics in the
poultry industry can lead to significant economic benefits, including the reduction
of costs associated with treating bacterial infections in poultry, as well as the
improvement of poultry production efficiency. Additionally, reducing dependence
on antibiotics may lead to a decrease in costs related to bacterial resistance and

the overuse of medications in agriculture.
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RESUMO

Este estudo investigou o potencial dos posbidticos na modulacdo do
comportamento microbiano entre bactérias acido laticas (BALS) na inibicdo de
Salmonella, in vitro e in vivo. Na abordagem inicial, posbiéticos dos géneros
Enterococcus, Lactobacillus, Pediococcus e Lactococcus foram avaliados
guanto ao seu efeito benéfico sobre BALs por meio do teste de inibicdo em placa
Spot on the Lawn. Um Enterococcus sp. foi responsavel por produzir o posbiotico
mais eficaz, aumentando (p<0.05) o potencial de inibicdo de 15 BALsS contra
Salmonella. Além disso, um Pediococcus sp. demonstrou ser a BAL com o maior
potencial probidtico, tendo seu potencial de inibicdo frente Salmonella
aumentado, apés adicdo de 16 posbibticos diferentes. Na sec¢do in vivo, foi
avaliado o tratamento profilatico e terapéutico de probidtico e/ou posbidtico em
aves desafiadas com Salmonella Heidelberg. Duzentos e quarenta pintainhos de
corte foram igualmente distribuidos em grupos: (A) controle negativo, (B)
controle positivo, (C) Probiético A, (D) Probiético A + posbiético, (E) Probioético B
e (F) Posbidtico. Nao foram observados efeitos benéficos (p<0.05) na reducéo
de Salmonella nos cecos das aves. Os tratamentos profilaticos e terapéuticos
com posbidtico aumentaram (p<0.05) a concentracdo cecal do patdgeno no
grupo F. Todos os grupos apresentaram uma diversidade acima de 0.8 sob o
indice observed features, indicando elevada diversidade bacteriana dentro de
cada grupo. O desafio por Salmonella causou diferencas (p<0.05) na beta
diversidade entre todos os grupos. A abundéancia relativa entre todos 0s grupos
foi semelhante, com elevada porcentagem do filo Firmicutes, exceto pelo grupo
F, o qual teve consideravel abundancia dos filos Proteobactéria e Actinobactéria.
Os resultados destacam a importancia dos ensaios in vivo na avaliagdo de novas
alternativas aos antibiéticos, dada a complexidade do microbioma das aves,
muitas vezes contradizendo achados obtidos in vitro. Essas descobertas séo
fundamentais para fomentar discussfes e pesquisas sobre as diferentes
aplicacoes dos posbhidticos na avicultura industrial.

Palavras chave: Posbiético, probiotico, Enterococcus, Pediococcus, 16SrRNA
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ABSTRACT

This study investigated the potential of postbiotics in modulating microbial
behavior among lactic acid bacteria (LABS) in inhibiting Salmonella, both in vitro
and in vivo. Initially, postbiotics from the genera Enterococcus, Lactobacillus,
Pediococcus, and Lactococcus were evaluated for their beneficial effect on LABs
through the Spot on the Lawn inhibition test. An Enterococcus sp. was
responsible for producing the most effective postbiotic, increasing (p<0.05) the
inhibition potential of 15 LABs against Salmonella. Additionally, a Pediococcus
sp. was found to have the highest probiotic potential, with its inhibition potential
against Salmonella increased after the addition of 16 different postbiotics. In the
in vivo section, the prophylactic and therapeutic treatment of probiotic and/or
postbiotic in Salmonella Heidelberg challenged poultry was evaluated. Two
hundred and forty chicks were equally distributed into groups: (A) negative
control, (B) positive control, (C) Probiotic A, (D) Probiotic A + postbiotic, (E)
Probiotic B, and (F) postbiotic. No significant beneficial effects (p<0.05) were
observed in reducing Salmonella in the ceca of the birds. Prophylactic and
therapeutic treatments with postbiotic increased (p<0.05) the cecal concentration
of the pathogen in group F. All groups exhibited a diversity above 0.8 under the
observed features index, indicating high bacterial diversity within each group. The
Salmonella challenge caused differences (p<0.05) in beta diversity among all
groups. The relative abundance among all groups was similar, with a high
percentage of the phylum Firmicutes, except for group F, which had a
considerable abundance of the phyla Proteobacteria and Actinobacteria. The
results emphasize the importance of in vivo assays in evaluating new alternatives
to antibiotics, given the complexity of the poultry microbiome, often contradicting
findings obtained in vitro. These findings are crucial for fostering discussions and
research on the various applications of postbiotics in industrial poultry farming.

Key words: Postbiotic, probiotic, Enterococcus, Pediococcus, 16SrRNA



CAPITULO 1

1. Introducao

A industria avicola desempenha um papel fundamental na economia
global e na nutricdo da humanidade, desde os primérdios de sua tecnificacdo na
década de 1950 até os dias atuais (Schmidt & Silva, 2018). Neste cenario, desde
2004 o Brasil tem se destacado como lider no ranking dos paises exportadores
de produtos avicolas, fornecendo 4,8 milhdes de toneladas apena no comeércio
exterior, gerando uma receita de US$ 9,7 bilh6es somente no ultimo ano (ABPA,
2023). Apesar do reconhecimento internacional pela alta qualidade do produto e
pelos padrdes elevados de sanidade e biosseguranca, a industria brasileira
ainda enfrenta desafios relacionados a doencas infecciosas, com Salmonella

sendo um dos principais agentes infecciosos sob constante vigilancia.

Salmonella € uma dos principais agentes causadores de doencas de
origem alimentar (DTHA), cujo sinal clinico predominante é a desinteria,
acompanhada de diarreia, vOmitos, desidratacdo e dores abdominais
(Balasubramanian et al., 2019; EFSA & ECDPC, 2022; Fernandes et al., 2022).
Estima-se que Salmonella seja responsavel por 93,8 milhdes de casos no mundo
todo, acarretando em 155000 mortes ao ano (Majowicz et al., 2010). Produtos
avicolas, incluindo carne e ovos in natura tém sido identificados como principais
fontes de infeccdo em surtos de DTHA (Kipper et al.,, 2021). No contexto
brasileiro, um dos sorovares de maior relevancia é S. Heidelberg, possivelmente
mais invasivos do que outros sorovares nao tifoides (Chittick et al., 2006). Nos

altimos anos, observou-se um aumento em sua prevaléncia, sendo



constantemente isolado em abatedouros, carcacas de frango e cama de aviarios

(Kipper et al., 2021; Soares et al., 2023).

Embora existam relatos cientificos sobre o tratamento de aves infectadas
por Salmonella spp. com antibiéticos, essa pratica € fortemente desencorajada
devido a sua ineficacia (Lourenco e Berchieri, 2015) e traz graves consequéncias
para a humanidade, estando atualmente em desuso. O uso indiscriminado dos
antibioticos para fins terapéuticos ou como melhoradores de desempenho na
producdo animal em larga escala tem acelerado o desenvolvimento da
multirresisténcia bacteriana a estes medicamentos (Ewbank et al., 2021; Soares
et al., 2023). Como consequéncia, o0 mercado consumidor tem demandado
produtos avicolas cada vez mais seguros, livres de patdgenos e residuos de
antibioticos.

A busca por alternativas aos antibioticos vem se intensificando, resultando
em produtos a base de Oleos essenciais, acidos organicos, prebidticos,
probiéticos, simbidticos e, mais recentemente, poshiéticos. Posbidticos, também
conhecidos como paraprobiéticos, parapsicobidticos, probidticos fantasmas e
metabioticos sdo definidos como “a preparagao de microrganismos inanimados
e/ou seus componentes que conferem um beneficio a saude do hospedeiro”
(Salminen et al., 2021). Em sua maioria, estas substancias sdo produzidas a
partir de bactérias acido laticas (BALs), microrganismos com potencial
probiotico, geralmente reconhecidos como seguros (Liu et al., 2021). Alguns dos
principais géneros de BALs utilizados como doadores de posbidtico incluem
Enterococcus, Lactobacillus, Pediococcus e Lactococcus (Noohi et al., 2016;

Thorakkattu et al., 2022).



Os posbhidticos tém demonstrado resultados promissores ndo apenas na
medicina humana (Francescone et al., 2014; Chuah et al., 2019; Anwar et al.,
2021) mas também na industria de alimentos (Hussain et al., 2021; incili et al.,
2021; incili et al., 2022; Toushik et al., 2023) mitigando patégenos alimentares
como Salmonella. Estudos envolvendo posbioticos como produtos melhoradores
de desempenho em animais de producédo tém demonstrado seus potenciais
benéficos de aplicacdo em varias espécies, incluindo camundongos, cordeiros,
bovinos, suinos, equinos e peixes (Dunand et al., 2019; Izuddin et al., 2019; Wu
et al., 2020; Lucassen et al., 2021; Rius et al., 2022; Ryu et al., 2022; Xu et al.,
2022). No entanto, destaca-se a industria avicola que, notoriamente, se
posiciona em um patamar mais avancado em relacdo as demais esferas da
producdo animal. Esta distingdo € evidenciada pela conducao de estudos mais
abrangentes e meticulosos acerca das implicacdes dos posbidticos na criacédo
em larga escala destes animais (Seo et al., 2012; Kareem et al., 2017; Humam

et al., 2021; Abd EI-Ghany et al., 2022; Chaney et al., 2023a).

A capacidade dos posbiéticos em modular a microbiota intestinal para
promover a saude do hospedeiro é descrita na literatura (Thorakkattu et al.,
2022). Contudo, € pertinente destacar que a aplicacdo desses compostos com 0
intuito de regular o quorum sensing (QS) ainda carece de amplo respaldo
cientifico. Quando esse tema é abordado, nota-se uma concentracdo de estudos
sobre as bactérias Gram-negativas (Azami et al.,, 2022). Embora existam
investigagbes que explorem a regulacdo do QS em bactérias Gram-positivas
mediante o uso de posbibticos, € importante observar que tais estudos

majoritariamente se concentram em microrganismos patogénicos e seus fatores

de viruléncia (OmerOglou et al., 2022).



O QS é um mecanismo desenvolvido pelas bactérias ao longo de milhares
de anos de evolugdo, proporcionando-lhes a capacidade de modular o
comportamento microbiano de maneira coletiva (Granato et al., 2019). Este
processo € desencadeado ao atingir uma concentracdo bacteriana minima no
microambiente, que dispara a producdo, secrecdo e reconhecimento de
moléculas sinalizadoras. Essas moléculas por sua vez, modulam a expressao
génica relacionada aos fatores de viruléncia bacteriana, permitindo a
sobrevivéncia e propagacao de determinados microrganismos (Abisado et al.,

2018; Kareb & Aider, 2020).

Dos principais estudos mencionados anteriormente, a maioria concentra-
se na aplicacdo de posbioticos derivados dos géneros Lactobacillus,
Saccharomyces ou Aspergillus. Até o momento, S0 escassos 0s estudos que
exploram o uso dessas substancias benéficas derivadas do Enterococcus. Além
disso, essas pesquisas abordam temas nao relacionados a producdo animal e
tdo pouco possuem como objetivo a modulagédo da microbiota intestinal por meio

do QS (Hussain et al., 2021).

Por fim, o propdsito deste trabalho foi delinear o perfil de resposta de 20
BALs isoladas de aves de producdo comercial frente a desafios in vitro com
Salmonella Heidelberg, avaliando os efeitos tanto na presenca quanto na
auséncia da adicado de posbiéticos produzidos por estas mesmas BALs. Apés
esta secao, foram selecionadas duas BALs, uma com o potencial 6timo para
atuar como cultura probiética e outra como cultura doadora do posbiotico. Ambas
as bactérias foram submetidas a uma analise in vivo em frangos de corte

desafiados com S. Heidelberg. O potencial de reducdo de S. Heidelberg nos



cecos das aves foi mensurado e o perfil do microbioma cecal foi avaliado pelo

sequenciamento da regido V6 do gene 16S rDNA.

Um dos aspectos inovadores desta pesquisa reside na abordagem da
modulacdo da microbiota intestinal por meio do estimulo ao QS entre as BALS,
por meio da administracdo de posbiético. Este estudo ndo so6 lanca luz sobre a
eficacia dos posbidticos produzidos por BALs, mas também sugere possiveis
aplicacoes para a mitigacao de infeccdes por Salmonella em modelos avicolas,

abrindo caminho para investigacdes futuras neste campo promissor.
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CAPITULO 3

1. Consideracgdes finais

Os titulos das Figuras e Tabelas encontram-se em lingua inglesa pois o
trabalho cientifico serd submetido a revista Scientific Reports, que exige a lingua

inglesa para 0os manuscritos a serem submetidos.

Apesar das hipoteses proteladas por este manuscrito no inicio de sua
elaboracdo terem sido parcialmente confirmadas, os resultados obtidos neste
estudo representam avanco significativo para a avicultura, visto que aborda um
tema pouco estudado. Pesquisas como esta abrem caminhos para estudos mais
aprofundados que, podem eventualmente, contribuir para o desenvolvimento de

produtos alinhados com nossas hipoteses.

O compartilhamento de resultados inesperados, sejam positivos ou nao,
€ de suma importancia para a comunidade académica, visto que experiéncias
vivenciadas por certos grupos de pesquisa podem fornecer insights valiosos para

futuras investigagoes.
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