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1. INTRODUCAO

O termo “probiodtico” é utilizado para micro-organismos que conferem
beneficios a saude, quando administrados em dose suficiente (REID et al., 2003).
Probioticos podem interagir com o hospedeiro, através de estimulo e modulagéo do
sistema imune da mucosa. Em medicina veterindria, os probidticos possuem
aplicacdo como promotores de crescimento, caracterizando-se como uma
alternativa aos antibidticos, cujo uso indiscriminado pode selecionar micro-
organismos patogénicos resistentes. Também €& uma estratégia para aumentar a
resposta imune de animais vacinados ou infectados por virus ou bactérias
(DELCENSERIE et al., 2008). Os beneficios dos probioticos em frangos foram
observados quanto ao desempenho e a saude, com melhora na resisténcia a
infecgbes por Salmonella spp., Escherichia coli e Clostridium perfringens (LA
RAGIONE & WOODWARD, 2003; GIL DE LOS SANTOS et al., 2012). Porém,
referéncias acerca da resposta imune induzida por leveduras probidticas em
frangos ainda sao escassas.

A Doenca de Marek (DM) é uma doenca neoplasica e linfoproliferativa,
bastante comum e de grande impacto econémico, que acomete galinhas (SINGH
et al., 2012) e é causada pelo herpes virus MDV (“Marek Virus Disease”). Além de
atacar tecidos linfoides, resultados sugerem que o virus pode causar disbiose,
afetando a microbiota intestinal (PERUMBAKKAM et al., 2014). Nestas situacées,
a adicdo de probidticos na alimentacdo pode minimizar o desequilibrio da
microbiota e diminuir os riscos de infec¢des por patdbgenos.

A levedura Pichia pastoris cepa KM71H foi utilizada em estudos recentes em
frangos e possui propriedades probioticas (GIL DE LOS SANTOS et al., 2012).
Além disso, produz alta concentracdo de massa celular quando utiliza o glicerol
como fonte de carbono, metabolizando-o rapidamente (HIGGINGS e CREGG,
1998). Diversas pesquisas tém buscado meios alternativos para o cultivo de
leveduras. Cepas de Pichia ja foram cultivadas em subproduto da industria de
biodiesel contendo glicerol (CELIK et al., 2008), e em efluente de arroz parboilizado
adicionado de glicerol (GIL DE LOS SANTQOS, 2012).

O objetivo do estudo foi avaliar por ELISA (“Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay”) o efeito da levedura P. pastoris cepa X-33 produzida em efluente de arroz
parboilizado acrescido de glicerol de biodiesel, na imunomodulacéo de frangos de
corte vacinados contra a DM.

2. METODOLOGIA

Frangos de corte com um dia de idade, vacinados contra DM foram divididos
em 4 grupos de 30 aves. Os grupos foram divididos de acordo com o tratamento a
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ser recebido na racdo: 1) controle — racdo ndo suplementada; 2) racéo
suplementada com 1x107 UFC.g' de Saccharomyces boulardii; 3) racéo
suplementada com 1x107 UFC.g* de Pichia pastoris X-33, cultivada em efluente de
parboilizacdo de arroz adicionado de 15 g.L* de glicerol, subproduto da indistria
de biodiesel; 4) racdo suplementada com 1x107 UFC.g' de P. pastoris X-33,
cultivada em YPD. Nos dias 14, 28 e 42 foram coletadas amostras de sangue de
cada um dos animais.

Os soros dos animais foram testados por ELISA indireto utilizando como
antigeno para a sensibilizacdo das placas, a vacina comercial para a DM. Apos
padronizacao, estabeleceu-se a utilizacao de 1 dose de vacina por cavidade como
antigeno e para o soro diluicbes de 1:200 a 1:1600. Como controle negativo foi
utilizado o soro de 3 animais SPF (“Specific Pathogen Free”), e como controle
positivo foi utilizado o soro de um animal infectado pelo virus da DM, ambos na
diluicdo 1:200. Os soros foram preparados em pool de 3 animais de mesmo grupo,
escolhidos aleatoriamente. Assim, do total de 120 animais, separados em 4 grupos
de 30, foram obtidos 10 pools por grupo.

Placas de 96 cavidades foram sensibilizadas com 100 pL por cavidade do
antigeno diluido em tampéo carbonato-bicarbonato (0,05 M, pH 9,6), e incubadas
por 16 h a 4 °C. Apoés a sensibilizacdo, as placas foram bloqueadas com 5% de
leite em po, por 1 h a 37°C. Os soros foram diluidos de 1:200 a 1:1600 e
adicionados as cavidades da placa em duplicata (100 pyL/cavidade) e incubados por
1 h a 37°C. Em seguida, o anticorpo conjugado com peroxidase anti-IgY foi
adicionado e a placa incubada por 1 h a 37°C. Apds cada etapa, as placas foram
lavadas 3 vezes, com 200 yL de PBS-T por cavidade. A reacao foi revelada pela
adicao de 100 pL/cavidade da solugdo cromogena OPD diluida em tampéao fosfato-
citrato pH 4,0 (0,2 M com 0,01% de H2032). A placa foi mantida por 15 min no escuro
a temperatura ambiente e a leitura da reacéo foi realizada em espectrofotdmetro
para microplacas com filtro de 450 nm. O titulo de anticorpos foi expresso como a
altima diluicdo que apresentou DO4so média maior ou igual a obtida pelos controles
negativos + 2 desvios padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos 28 dias observou-se a queda nos titulos de anticorpos anti-DM em todos
0S grupos testados. Aos 42 dias, o grupo tratado com P. pastoris X-33 cultivada em
efluente apresentou altos titulos de anticorpos anti-DM, semelhante ao observado
no grupo tratado com S. boulardii. O grupo que apresentou a menor titulacao foi o
tratado com P. pastoris X-33 cultivada em meio YPD (Figura 1).

O comportamento da curva de titulos de anticorpos anti-DM, ao longo do
experimento, se assemelha aos resultados obtidos por GIL DE LOS SANTOS
(2012), no qual aves vacinadas contra Doenca Infecciosa da Bursa (DIB), que
receberam os mesmos tratamentos do nosso estudo, tiveram queda no titulo de
anticorpos anti-DIB apds 28 dias. O decréscimo nesse periodo pode ter ocorrido
pela diminuicdo de anticorpos adquiridos da mae, por imunidade passiva, 0 que
esta de acordo com o descrito por KNOBLICH et al. (2000), quando relataram néo
serem detectaveis por ELISA os anticorpos anti-DIB aos 28 dias apés a vacinacéo
de pintos contra DIB e DM.
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Figura 1. Determinacéo por ELISA indireto dos titulos de anticorpos anti-DM nos
grupos testados, em funcdo do tempo. G1: Controle; G2: S. boulardii; G3: P.
pastoris X-33 cultivada em efluente; G4: P. pastoris X-33 cultivada em YPD.

ELISA Coleta 42 dias

Titulos

N Vv ] ™
£ £ £ K
& & & &

Figura 2. Determinacdo por ELISA indireto dos titulos de anticorpos anti-DM nos
grupos testados, aos 42 dias de experimento. G1: Controle; G2: S. boulardii; G3: P.
pastoris X-33 cultivada em efluente; G4: P. pastoris X-33 cultivada em YPD.

Apos 42 dias, o grupo que recebeu P. pastoris X-33 cultivada no efluente
teve 0 mesmo titulo de anticorpos que o grupo suplementado com S. boulardii, uma
levedura ja consolidada como probiético no mercado (Figura 2). Do ponto de vista
econdbmico, estes resultados séo interessantes, pela possibilidade de utilizar um
subproduto da agroindustria, sem valor agregado, como meio de cultivo para a
producao de leveduras probidticas, diminuindo o custo para o avicultor. GAO et al.
(2008) relataram o aumento dos titulos de anticorpos anti-NDV (Virus da Doenca
de Newcastle, do inglés), através da suplementacdo com cultura de leveduras (YC)
para frangos, sugerindo a atuacao do probidtico como um adjuvante da vacina.

4. CONCLUSOES

A adicdo da levedura Pichia pastoris X-33, produzida em efluente de arroz
parboilizado, na dieta de frangos de corte vacinados contra a Doenca de Marek
(DM) promoveu o aumento no titulo de anticorpos anti-DM apos 42 dias de
suplementacdo. Neste periodo, o grupo suplementado com P. pastoris X-33
produzida em efluente teve o mesmo titulo de anticorpos que o grupo suplementado
com probidtico comercial.
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