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1. INTRODUCAO

Os probidticos sdo microrganismos vivos que, quando ingeridos em
guantidades adequadas, produzem efeitos benéficos no hospedeiro (HILL et al.,
2014). Podem atuar na prevencdo e tratamento de doencas como
imunomoduladores, bem como estimular o crescimento de animais (COPPOLA,
2004). Pesquisas realizadas ao longo dos ultimos anos demonstram resultados
promissores pela adicdo de probiodticos na dieta de frangos de corte (DA SILVA &
PINHEIRO, 2008).

Bactérias do género Bacillus sp. tem a capacidade de esporular,
apresentam estabilidade ao calor e sdo capazes de sobreviver a barreira gastrica,
sendo usadas em racdes animais, suplementos dietéticos para humanos e em
medicamentos registrados (CUTTING, 2011). Bacillus toyonensis € amplamente
utilizado na alimentacdo animal, para melhorar variaveis fisioldgicas, além de
exercer imunomodulacdo da resposta vacinal aumentando sua eficacia (SANTOS
et. al.,, 2020). Por sua vez o Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) é um
bastonete Gram-positivo, entomopatogénico e destaca-se como a principal
bactéria utilizada no controle bioloégico (ANGELO et al., 2010). Entretanto, suas
caracteristicas probidticas e seu efeito modulador da resposta imune ainda nao
estdo bem descritos.

Um dos principais limitantes a producao de frangos de corte é o controle de
agentes infecciosos, dentre eles destaca-se o Virus da Bronquite Infecciosa das
galinhas (IBV). A Bronquite Infecciosa das galinhas é uma doenca respiratéria
aguda e altamente contagiosa, responsavel por problemas de bem-estar e perdas
econOmicas significativas na avicultura mundial (SILVA & WINCK, 2016). Apesar
da disponibilidade de vacinas, estas apresentam falhas na inducéo de protecao a
longo prazo e a isolados distintos da estirpe vacinal (LIU et al., 2009), tornando
essencial o desenvolvimento de novas estratégias de vacinacdo para frangos de
corte.

Neste contexto, o0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
suplementacdo com Bacillus thuringiensis var. israelenses na resposta imune de
frangos de corte vacinados contra IBV.

2. METODOLOGIA

Para a producdo do suplemento, B. thuringiensis var. israelenses (Bti) foi
semeado em meio BHI agar (Brain Heart Infusion, Difco) e incubado por 24 h a 28
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°C. ApOs crescimento, colonias isoladas foram inoculadas em 200 mL de meio
BHI e incubados em agitador orbital a 200 rpm durante 24h. Os cultivos foram
inoculados em 4L de meio NYSM (Nutrient Yeast Extract Salt Medium) a 28 °C
sob agitacdo (250 rpm) e aeracao (1vvm), por 72 h. As células foram recuperadas
por centrifugacdo a 6000 x g por 20 min e concentrados em um volume final de
1L de solucgéo salina fosfatada (PBS).

A vacina experimental contra IBV, é baseada em células de E. coli BL21
(DE3) expressando a proteina N de IBV (FINGER et al., 2016). Para avaliar o
efeito do probidtico na resposta a vacina, foram utilizados pintos de corte, com um
dia de vida (machos e fémeas) da linhagem comercial Cobb. Os animais foram
distribuidos randomicamente em 2 grupos, contendo 12 animais em cada: 1.
Vacinados e Suplementados; 2. Vacinados e N&o Suplementados. A
suplementacéo contendo 1 x 108 unidades formadoras de coldnia (UFC) de Bti
por g de racdo ocorreu durante todo o periodo experimental (dia 1 a 42). Os
animais foram vacinados com a bacterina recombinante adsorvida em 10% de
Hidroxido de Aluminio (AI(OH)s), via intramuscular, nos dias 7 e 28. Amostras de
sangue para obtencdo do soro foram coletadas a partir de puncéo na veia ulnar
nos dias 7, 21, 28, 35 e 42. Todos os protocolos foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacéo Animal da UFPel (CEEA: 9053).

A resposta imune humoral foi avaliada através de ensaio imunoenzimatico
(ELISA). Placas de 96 cavidades (CRAL®, Brasil) foram sensibilizadas com a
bacterina recombinante (1 x 10® UFC/cavidade), diluido em tamp&do carbonato
bicabornato (pH 9,8), por 18 h a 4 °C. Os soros, coletados no dia 42, foram
avaliados em pool e diluidos de 1:200 a 1:6400 e adicionados nas placas, em
triplicata. A seguir foi adicionado o anticorpo conjugado anti-lgG de galinha,
diluido 1:6000 em PBS e incubados por 1h a 37 °C. Por fim, foi adicionado 100 pL
de solucdo de revelacdo (10 mL de tampéo para substrato, 0,004g de Ortho-
Phenylenediamine (Sigma-Aldrich) e 15uL de H202). As placas foram incubadas
por 15 min no escuro a temperatura ambiente. Para interromper a reacao, foram
adicionados 50 plL/cavidade de H2SOas. Entre cada etapa as placas foram
incubadas a 37 °C e lavadas 3X PBS-T. As absorbancias foram medidas em leitor
de microplacas EZ Read 400 (Biochrom, UK) com filtro de 492 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos relatam que a suplementacdo com probiéticos a base de Bacillus
subtilis fmbJ e Bacillus subtilis BYS2 incrementaram a resposta imune humoral
(IgG) em frangos de corte (BAI et al., 2017; DONG et al., 2020). Os estudos de
Ahmed et al. (2014) e Luan et al. (2019) utilizando probiéticos a base de Bacillus
amyloliquefaciens, também observaram aumento nos niveis de 1gG em frangos de
corte comparado com o grupo controle, ndo suplementado.

Neste trabalho foi avaliado o efeito da suplementagdo com B. thuringiensis
var. israelenses na resposta imune humoral de frangos de corte vacinados contra
IBV. Observou-se que a vacina experimental apresentou imunogenicidade em
ambos o0s grupos, suplementados ou ndo. Na titulacdo dos anticorpos coletados
ao final do estudo (dia 42), o grupo que recebeu a suplementacdo com B.
thuringiensis var. israelenses apresentou anticorpos até o titulo de 3200,
engquanto o grupo nao suplementado apresentou titulo de 800 (Figura 1). Estes
resultados sugerem que a suplementacdo teve efeito imunomodulador a
vacinagéao contra IBV.
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Figura 1. Titulacdo da IgG total especifica contra a bacterina expressando
proteina rN de IBV. Os dados representam a média das absorbancias (+/- desvio
padrdo) dos titulos de IgG em frangos de corte suplementados com Bacillus
thuringiensis var. israelenses e controles vacinados contra IBV. O cut-off foi
determinado na média dos valores obtidos no dia 0 mais 3 vezes o desvio padrao.

4. CONCLUSOES

Frangos de corte suplementados com Bacillus thuringiensis var. israelensis
apresentaram titulo de anticorpos superior ao grupo néo suplementado, sugerindo
gue a suplementacao teve efeito imunomodulador na resposta a vacina.
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