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RESUMO

No presente estudo, foram utilizados 300 pintos com um dia de idade, machos,
linhagem Cobb, com o objetivo de avaliar os efeitos dos aditivos fitogénicos sobre
desempenho, a integridade intestinal e o sistema imunoldgico de frangos de corte
inoculados experimentalmente com Salmonella enterica sorovar Enteritidis (SE).
As aves foram divididas em cinco tratamentos com seis repeticbes cada.
Tratamento (Ttm) 1 - grupo inoculado por via oral, com 0,1 mL de solucéo salina
tamponada e esterilizada a 0,85% (Placebo); Ttm 2 - recebeu os aditivos
fitogénicos na racdo na dosagem de 0,10 kg/ tonelada de racdo da fase inicial aos
35 dias de idade (Contr. AF); Ttm 3 - grupo inoculado via oral, com 0,5 mL de
solucdo salina tamponada a 0,85%, contendo aproximadamente 5,0 X 10°
UFC/0,5 mL de Salmonella enterica sorovar Enteritidis (Contr. positivo SE); Ttm -
4 - grupo inoculado por via oral, com 0,5 mL de solucdo salina tamponada a
0,85%, contendo aproximadamente 5,0 X 10°> UFC/0,5 mL de SE e que recebeu
como antimicrobiano promotor de crescimento (APC) a bacitracina metil dissilicato
na dosagem de 55 ppm na ragdo até os 35 dias de idade (SE + APC); Ttm 5 -
grupo inoculado por via oral, com 0,5 mL de solucéo salina tamponada a 0,85%,
contendo aproximadamente 5,0 X 10° UFC/0,5 mL de SE que recebeu os aditivos
fitogénicos na racdo na dosagem de 0,10 kg/ tonelada de rag¢éo do 1° aos 35 dias
de idade (SE + AF). Foram realizadas analises de desempenho e seis aves por
tratamento foram pesadas, sacrificadas e o pH do trato gastrintestinal foi aferido .
Coletou-se fragmentos de duodeno e jejuno para analises histomorfométricas,
morfometrias e contagem de linfocitos. Observou-se diferenca significativa,
durante o periodo de 1-35 final do experimento no peso médio e no ganho de
peso dos grupos sem desafio microbiano, além de melhor converséo alimentar no
grupo alimentado com aditivos fitogénicos. Observou-se maior altura dos vilos aos
14 dias no duodeno e maior relagdo vilo:cripta para o0 grupo que recebeu
fitogénicos O pH foi influenciado pelo APC no célon e ceco. Nao houve efeito
significativo dos tratamentos sobre a biometria dos 6rgdos e Salmonella nos
grupos. Observou-se a deplecao linféide nos bacos, bursas e tonsilas cecais foi
variavel, com predominancia de deplecao discreta e moderada. Conclui-se que 0s
aditivos fitogénicos controlam os efeitos da SE em frangos de corte como
expresso nos dados de desempenho, especialmente na conversédo alimentar, e
dados histomorfométricos do intestino, embora ndo tenha impedido a migracdo da
SE para os orgaos linféides, bem como néo estimulam a proliferagdo de células
linféide nos frangos de corte.

Palavras-chave: aves, fitoterapicos, linfocitos, promotor de crescimento,

salmonelose



ABSTRACT

In this study, 300 1 day-old male Cobb chicks were used to evaluate, with the
objective of evaluating the effects of phytogenic additives on performance, gut
integrity and immune system of broilers inoculated with Salmonella enterica
serovar Enteritidis (SE). The birds were divided into five treatments with six
repetitions each. Treatment (Ttm) 1 - group inoculated orally with 0.1 mL of sterile
buffered saline 0.85% (placebo), Ttm 2 - phytogenic received additives in the feed
at a dosage of 0.10 kg/ton feed of the initial age until 35 days (Contr. FA); Ttm 3 -
group inoculated orally with 0.5 mL of buffered saline 0.85%, containing
approximately 5.0X10° CFU/0.5mL Salmonella enterica serovars Enteritidis
(Contr. positive SE); Ttm 4 - group inoculated orally with 0,5 mL of buffered saline
0.85%, containing approximately 5.0X10°> CFU/0.5mL of SE and received as
antimicrobial growth promoter (AGP) bacitracin methylene disalicylate at a dosage
of 55 ppm in the feed until 35 days of age (SE + AGP); Ttm 5 - group inoculated
orally with 0.5 mL of buffered saline 0.85%, containing approximately 5.0X10°
CFU/0.5 mL SE received phytogenic additives in the feed at a dosage of 0.10
kg/ton of feed of 1 to 35 days old (SE + FA). Performance was evaluated and six
birds for treatment were weighed, sacrificed and the pH of the gastrointestinal tract
was measured. Fragments were collected duodenum and jejunum to
histomorphometric analysis, morphometric lymphocyte count. There was
significant difference in the period 1-35 of the experiment the average weight and
weight gain of groups without microbial challenge, and feed conversion in the
group feed with phytogenic. We observed greater higher villus height to 14 days in
the duodenum and greater villus:crypt to the group that received phytogenic The
pH was influenced by the AGP in the colon and caecum. There was no significant
effect of treatment on biometry of organs and Salmonella groups. There was
lymphoid depletion in spleen, bursa and caecal tonsils was variable, with a
predominance of mild and moderate depletion. It is concluded that the additives
phytogenic control the effects of SE in broilers as expressed in the performance,
especially in the feed conversion, and histomorphometric of the intestine, although
it has not prevented the migration of the SE for the lymphoid organs, as well as not
stimulate the proliferation of lymphoid cells in broilers.

Keywords: birds, growth promoter, lymphocytes, phytoterapic, salmonellosis



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

O Brasil esta entre os maiores produtores e exportadores de carne de
frango do mundo, o que tem contribuido para o seu desenvolvimento econémico e
social. Segundo dados da Associacao Brasileira dos Produtores e Exportadores
de Frango (UBABEF), em 2010, o Brasil produziu 12.230 milhdes de toneladas de
carne de frango e, deste total, 69% foi destinado ao consumo interno e 31% para
exportacdo (UBABEF, 2011). O grande avanco da producdo avicola se deve a
evolucdo tecnolégica e cientifica nas areas da nutricdo, da genética e da
sanidade. No entanto, a selecédo genética de aves cada vez mais precoce aliada
ao aumento das densidades de alojamentos, objetivando a reducdo de custos e
maior produtividade dos lotes tém proporcionado o aparecimento de problemas
sanitarios nos plantéis avicolas.

Um dos grandes desafios da avicultura industrial nos dltimos anos é o
aparecimento de doencas entéricas nos plantéis que tem determinado perda de
produtividade, aumento de mortalidade e de contaminacdo dos seus produtos, 0s
quais tém sido frequentemente relacionados com casos de toxinfecgOes
alimentares no homem (SANTOS & GIL-TURNES, 2005).

Outro desafio que tem sido enfrentado pela industria avicola é a
retirada dos antimicrobianos promotores de crescimento da dieta dos animais.
Segundo CASTANON (2007), o efeito de antimicrobianos como promotores de
crescimento foi descoberto em 1940, quando se observou melhora de
crescimento em animais alimentados com micélios de Streptomyces aureofaciens
contendo clortetraciclina. A partir de entdo, o0s antimicrobianos, como a
bacitracina, vém sendo utilizados como promotores de crescimento na avicultura
(MCEWEN & FEDORKA-CRAY, 2002).

Todavia, 0 uso de antimicrobianos como promotores de crescimento na
alimentacdo animal tem sido questionado em funcdo do desenvolvimento de
bactérias resistentes. Os consumidores aumentaram as suas exigéncias perante
os produtos de origem animal e os blocos econdmicos, principalmente a Unido
Européia, passaram a banir o uso dos antimicrobianos na alimentacdo dos
animais. Um dos primeiros relatos de resisténcia em alimentos de origem animal
foi realizado por ELLIOTT & BARNES (1959), que observaram resisténcia a



tetraciclina em frangos de corte alimentados com antibiéticos. AARESTRUP et al.
(1998), em um levantamento da resisténcia de bactérias a agentes
antimicrobianos feito na Dinamarca, mostraram resisténcia adquirida por bactérias
a todos os agentes antimicrobianos utilizados como promotores de crescimento,
com maior freqiéncia de resisténcia a avilamicina, avoparcina, bacitracina,
flavomicina, espiramicina, tilosina e virginiamicina. Em outro trabalho, realizado
por SRIDEVI DHANARANI et al. (2009), verificou-se que de 120 grupos de
bactérias isoladas em cama de frango, pelo menos um desses grupos
apresentava resisténcia a um dos oito antimicrobianos testados, e o maior
percentual de resisténcia (75%) observado foi para a estreptomicina.

Segundo LANGHOUT (2005), a retirada dos antimicrobianos
promotores de crescimento da dieta de frangos causa um impacto negativo sobre
a saude animal, com diminuicdo média no desempenho das aves de 3,0 a 7,0%,
além de aumento na mortalidade. Eles produzem efeitos benéficos em relacéo a
qualidade dos produtos, pois podem controlar possiveis agentes infecciosos.

Bactérias do género Salmonella s@o consideradas importantes
patégenos veiculados por alimentos, estando amplamente distribuido na natureza
por possuir um grande numero de reservatorios e apresentar sorotipos
inespecificos quanto aos hospedeiros (BERSOT, 2006). REZENDE et al. (2005),
avaliaram a sensibilidade antimicrobiana de cepas de Salmonella sp. isoladas de
96 carcacas de frangos e encontraram resisténcia bacteriana de 84,2% e 36,8%
aos antibioticos tetraciclina e ampicilina, respectivamente.

Em virtude disto, a industria avicola tem buscado alternativas ao uso
dos antimicrobianos, com o objetivo de manter a mesma eficiéncia produtiva
proporcionada pelos promotores com a producdo de um alimento seguro e sem a
possibilidade de induzir a resisténcia microbiana.

O uso terapéutico das plantas pelo homem decorre desde a
Antiguidade. Os é&rabes na Idade Média utilizavam os Oleos essenciais no
embalsamamento de corpos, para a conservacdo de alimentos e como
antimicrobianos, analgésicos, sedativos, antiinflamatérios, espasmoliticos e
anestésicos locais (BAKKALI et al., 2008).

De acordo com SARTORI et al. (2009), o termo aditivo fitogénico é o

mais adequado e utilizado para a nutricdo animal, pois consistem em produtos



compostos por 6leos essenciais e extratos vegetais utilizados nas ragdes com o
objetivo de melhorar o desempenho animal e substituir o uso dos antimicrobianos.
Para os pesquisadores BURT (2004) e LANGHOUT (2005), a principal diferenca
entre extratos vegetais e 0leos essenciais € o modo de obtencéo ou extracdo. Os
extratos vegetais sao obtidos utilizando qualquer parte da planta, desidratando-a
e moendo-a. Ja os 6leos essenciais sdo Oleos volateis extraidos de produtos
vegetais por destilagdo a vapor d’agua ou através de atividade enzimatica seguida
por vapor d’agua.

Segundo APPLEGATE et al. (2010) o mecanismo de acdo dos
fitogénicos é influenciada por fatores ambientais como as condi¢Bes climaticas de
cultivo da planta, localizacdo geografica, condicdo de armazenamento, €poca de
colheita, estagio de desenvolvimento e parte coletada na composi¢cado quimica da
planta.

A andlise da composi¢cdo dos compostos quimicos das plantas € feita
por cromatografia gasosa e por espectometria de massa. Os principais
componentes quimicos dos 6leos essenciais e extratos vegetais sd0 0s
terpendides (linalol, geraniol, mentol, terpineol) e hidrocarbonetos de baixo peso
molecular, como os fendis (timol, carvacrol, eugenol, guaiacol) e aldeidos
aromaticos (cinemaldeido, cuminal) (BRENES & ROURA, 2010).

Diversos trabalhos relatam a atividade antimicrobiana dos fitogénicos
tanto in vivo quanto in vitro. Segundo BARRETO (2007) os 6leos essenciais, por
exemplo, agem especificamente, alterando a permeabilidade seletiva da
membrana citoplasmatica, 0 que causa interrupcdo de processos essenciais a
célula levando a morte bacteriana. PAVEL et al. (2010), avaliando propriedades
antimicrobianas de 6leos essenciais isolados a partir de duas espécies silvestres
de tomilho da regido da Roménia (Thymus pulegioides L. e Thymus glabrescens
Willd.), notaram inibicdo de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, além da
inibicdo do fungo Candida albicans. COPUR et al. (2010) compararam 0 processo
de desinfeccédo de ovos de matrizes utilizando o 6leo essencial de orégano como
desinfetante e observaram reducdo do numero de microrganismos. JANG et al.
(2007) verificaram reducgéo de Escherichia coli em frangos de corte alimentados
com Oleo essencial composto por timol. BEN-MAHDI et al. (2010) verificaram

reducdo no numero de unidades formadoras de colbénias (UFCs) de Escherichia



coli da microbiota intestinal de frangos de corte que receberam 6leo essencial de
tomilho na ragéo.

Além do efeito antibacteriano, os 0leos essenciais e extratos de plantas
sao eficazes contra uma variedade de organismos incluindo os fungos (ADAM et
al.,, 1998; HAMMER et al., 1999; VELLUTI et al., 2003; SARTORATTO et al.,
2004; GUYNOT et al., 2005; CLEFF et al.,, 2008; VIEIRA, 2009), protozoarios
(GRABENSTEINER et al., 2008), larvas (GENDE et al., 2008) e acaros (KIM et
al., 2007; GEORGE et al, 2009; RIBEIRO et al., 2010; SERTKAYA et al.,2010).

Nos ultimos anos, estudos tém sido realizados para verificar a agdo dos
fitogénicos com melhoradores do desempenho animal. ERTAS et al. (2005)
utilizando uma mistura de Oleos essenciais de orégano, cravo da india (Syzygium
aromaticum) e erva doce (Pimpinella anisum L) observaram maior ganho de peso
e melhor conversdo alimentar em frangos de corte, comprovando que os 6leos
essenciais podem substituir os promotores de crescimento.

Avaliando o desempenho de frangos de corte criados em galpdes com
baixo desafio sanitario, TOLEDO et al. (2007) observaram melhor ganho de peso
e maior taxa de viabilidade nos tratamentos que receberam uma mistura de 6leos
essenciais de orégano, canela, eucalipto (Eucaliptus spp), artemisia (Artemisia
vulgaris L.) e trevo (Trifolium spp.). LEVIC et al. (2007), verificaram maior peso
corporal, melhor converséao alimentar e menor mortalidade nas aves alimentadas
com Oleos essenciais de orégano e cravo. SILVA et al. (2010) encontraram
aumento do ganho de peso, peso final e melhor converséo alimentar em frangos
de corte alimentados com 6leo de aroeira vermelha aos 21 dias de idade.

O uso de extratos vegetais e Oleos essenciais na alimentacdo de
frangos de corte € recente e, por isso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a
influéncia dos aditivos fitogénicos sobre o desempenho, a integridade intestinal e
o sistema imunolégico de frangos de corte inoculados com Salmonella enterica

sorovar Enteritidis.
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CAPITULO 2 - Efeitos dos aditivos fitogénicos no desempenho e na
integridade intestinal de frangos de corte inoculados
experimentalmente com Salmonella enterica sorovar
Enteritidis

RESUMO: O estudo foi conduzido para avaliar a influéncia dos aditivos
fitogénicos sobre o desempenho zootécnico e a integridade intestinal de frangos
de corte inoculados experimentalmente com Salmonella enterica sorovar
Enteritidis (SE). Foram utilizados 300 pintos com um dia de idade, machos,
linhagem Cobb, divididos em cinco tratamentos com seis repeticdes cada.
Tratamento 1 - grupo inoculado por via oral, com 0,1 mL de solugcdo salina
tamponada e esterilizada a 0,85% (Placebo); tratamento 2 - recebeu os aditivos
fitogénicos na racdo na dosagem de 0,10 kg/ tonelada de racdo da fase inicial aos
35 dias de idade (Contr. AF); tratamento 3 - grupo inoculado via oral, com 0,5 mL
de solucdo salina tamponada a 0,85%, contendo aproximadamente 5,0 X 10°
UFC/0,5 mL de Salmonella enterica sorovar Enteritidis (Contr. positivo SE);
tratamento 4 - grupo inoculado por via oral, com 0,5 mL de solucdo salina
tamponada a 0,85%, contendo aproximadamente 5,0 X 10°> UFC/0,5 mL de SE e
gue recebeu como antimicrobiano promotor de crescimento (APC) a bacitracina
metil dissilicato na dosagem de 55 ppm na racédo até os 35 dias de idade (SE +
APC); tratamento 5 - grupo inoculado por via oral, com 0,5 mL de solucado salina
tamponada a 0,85%, contendo aproximadamente 5,0 X 10° UFC/0,5 mL de SE
gue recebeu os aditivos fitogénicos na racdo na dosagem de 0,10 kg/ tonelada de
racdo da fase inicial aos 35 dias de idade (SE + AF). Realizou-se andlises de
desempenho e seis aves por tratamento foram pesadas, sacrificadas e amostras
foram coletadas para afericdo do pH. Houve diferenca significativa no peso médio
e no ganho de peso dos grupos sem desafio microbiano em relagdo aos grupos
inoculados com SE e melhor conversdo alimentar no tratamento alimentado com
aditivos fitogénicos. Observou-se maior altura dos vilos somente com os aditivos
fitogénicos, maior relacéo vilo:cripta para grupo Cont. AF. Detectou-se aos 14 dias
que o APC alterou o pH do célon e do ceco. Conclui-se que os aditivos fitogénicos
nao controlaram os efeitos da Salmonella enterica sorovar Enteritidis em frangos
de corte, mas melhoraram o desempenho aos 35 dias, principalmente os valores
de converséao alimentar quando comparados ao tratamento placebo.

Palavras chave: aves, conversao alimentar, morfometria intestinal, pH.
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CHAPTER 2 - Effects of phytogenic additives on performance and intestinal
integrity of broilers experimentally inoculated with Salmonella
enterica serovar Enteritidis

ABSTRACT: The study was conducted to evaluate the influence of phytogenic
additives on the performance and intestinal integrity of broilers inoculated with
Salmonella enterica serovar Enteritidis (SE). 300 day-old male Cobb chicks were
divided into five treatments with six repetitions each and fed with: treatment 1 -
group inoculated orally with 0.1 mL of sterile buffered saline 0.85% (placebo)
treatment 2 - received phytogenic additives in the diet at the dosage of 0.10 kg /
ton of feed initial 35 days of age (Contr.FA), treatment 3 - group inoculated orally
with 0.5 ml of buffered saline 0.85%, containing approximately 5.0 X 10° CFU /0.5
mL of Salmonella enterica serovar Enteritidis (Contr. positive SE) treatment 4 -
group inoculated orally with 0.5 mL of buffered saline 0.85%, containing
approximately 5.0 X 10° CFU/0.5 mL SE and received as antimicrobial growth
promoter (AGP) bacitracin methylene disalicylate at a dosage of 55 ppm in the
feed until 35 days of age (SE + AGP) treatment 5 - group inoculated orally with 0,5
mL of buffered saline 0.85%, containing approximately 5.0 X 10°> CFU / mL of 0.5
SE received phytogenic additives in the feed at a dosage of 0.10 kg / ton of feed of
the initial 35 days of age (SE + FA). Performance of birds was evaluated studing
live weight, weight gait and feed convertion at 7, 14 and 35 days of age. At 35 days
of age, six birds for treatment were weighed, sacrificed and samples were
collected for measurement of pH. There were significant differences in mean
weight and weight gain of groups without microbial challenge for the groups
inoculated with SE and better feed additives in the treatment fed phytogenic.
Observed greater villus height only phytogenic additives, higher villus:crypt to Cont
group. FA. Detected at 14 days AGP change the pH of the colon and the caecum.
It is concluded that the additives phytogenic not control the effects of Salmonella
enterica serovar Enteritidis in broilers, but improved performance at 35 days,
especially the values of feed convertion when compared to placebo treatment.

Keywords: birds, feed conversion, intestinal morphometric, pH.
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INTRODUCAO

O grande avanco da producao avicola nas ultimas décadas se deve a
evolucdo tecnoldgica e cientifica nas areas da genética, sanidade e nutricao.
Considerando que a ragao representa entre 70 a 80% do custo de producéo, a
integridade do trato intestinal é um fator importante para o funcionamento dos
mecanismos fisiolégicos de digestdo e absorcdo dos nutrientes para assegurar 0
bom desempenho produtivo dos lotes (FURLAN, 2010).

Além disso, o intestino funciona como uma barreira seletiva dispondo
de mecanismos de defesa encontrados ao longo da superficie mucosa,
constituidos de barreiras fisicas, quimicas e celulares, que formam um sistema de
protecdo intestinal prevenindo a ocorréncia de doencas entéricas (BEAL et al.,
2006). Dentre as doencas entéricas que podem diminuir a eficacia funcional do
trato gastrointestinal (TGI) se destaca a salmonelose aviaria, causada por
determinados sorovares da bactéria.

A salmonelose aviaria é causada pela bactéria Salmonella pertencente
a familia das Enterobacteriaceae, com 2.610 sorovares descritos
(GUIBOURDENCHE et al., 2010). Esta enfermidade determina impacto
econdmico na avicultura podendo afetar o desempenho animal e causar
morbidade e mortalidade em aves jovens. A presenca da bactéria no trato
digestivo das aves pode levar a contaminacdo da carcaca, resultando na
contaminacdo de produtos carneos de origem avicola (BORSOI et al., 2011). De
acordo com SILVA & DUARTE (2002) e SURESH et al. (2006) sorovar Enteritidis
€ um dos mais envolvidos nos casos de intoxicagdo em humanos. O controle
desta bactéria € complexo pela facilidade de disseminagdo, capacidade em se
adaptar a diversos hospedeiros e persistir no ambiente por um longo periodo.

Durante anos, os antimicrobianos foram utilizados na avicultura, no
entanto, o uso indiscriminado contribuiu para o aparecimento de cepas resistentes
de Salmonella e de outras bactérias (INOUE, 2007). Em virtude disto, e por
pressbes econdmicas, a industria avicola tem buscado alternativas ao uso dos
antimicrobianos promotores de crescimento. Neste contexto destacam os aditivos

fitogénicos que compreendem, 0s 0leos essenciais e 0s extratos vegetais,
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produtos que potencialmente podem substituir os antimicrobianos melhoradores
do crescimento.

Pesquisas com aditivos fitogénicos revelam que os mesmos quando
sdo adicionados nas racdes de frangos podem ser eficientes em melhorar a
utilizacdo dos nutrientes proporcionando melhores resultados de desempenho.
Vérios fatores levam ao aumento desempenho em frangos de corte. Um deles € o
aumento da palatabilidade das dietas, que leva ao aumento do consumo de racao
e consequente aumento do ganho de peso (CHAMBERS & GONG, 2011).

A melhora no desempenho das aves também esta relacionada a
atividade antimicrobiana destes aditivos que podem agir na microbiota intestinal e
e ainda sdo pouco exploradas com fins veterinarios. De acordo com GARCIA et
al. (2010), os aditivos fitogénicos reduzem os patdégenos intestinais alteram a
morfologia intestinal, reduzindo a altura das vilosidades e aumentando a
produndidade de criptas.

Neste sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia dos
aditivos fitogénicos no controle da Salmonella sobre as variaveis de desempenho
e integridade intestinal de frangos de corte inoculados experimentalmente, via

oral, com Salmonella enterica sorovar Enteritidis.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Nucleo Experimental de Doencas de
Aves e no Laboratorio de Bacteriologia do Departamento de Medicina Veterinaria,
Setor Preventiva da Escola de Veterinaria e Zootecnia (EVZ) da Universidade
Federal de Goias (UFG).

Delineamento experimental

Foram utilizados 300 pintos da linhagem Cobb, machos, de um dia de
idade, distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, divididos em cinco
tratamentos, com seis repeticbes cada, alojados em grupos de 10 aves por
unidade experimental, em um total de 30 unidades experimentais com 60 aves
por tratamento. Os frangos de corte de um dia de idade foram pesados,
identificados e distribuidos conforme o delineamento abaixo:

- TRATAMENTO 1: constituiu-se do grupo inoculado por via oral, com 0,1 mL de
solucéo salina tamponada e esterilizada a 0,85% (Placebo).

- TRATAMENTO 2: constituiu-se do grupo que recebeu os aditivos fitogénicos na
racdo na dosagem de 0,10 kg/ tonelada de racao da fase inicial aos 35 dias de
idade (Contr. AF).

- TRATAMENTO 3: constituiu-se do grupo inoculado via oral, com 0,5 mL de
solucdo salina tamponada a 0,85%, contendo aproximadamente 5,0 X 10°
UFC/0,5 mL de Salmonella enterica sorovar Enteritidis (Contr. positivo SE).

- TRATAMENTO 4: constituiu-se do grupo inoculado por via oral, com 0,5 mL de
solucdo salina tamponada a 0,85%, contendo aproximadamente 5,0 X 10°
UFC/0,5 mL de Salmonella enterica sorovar Enteritidis e que recebeu como
antimicrobiano promotor de crescimento (APC), bacitracina metil dissilicato (BMD)
na dosagem de 55 ppm na racao até os 35 dias de idade (SE + APC).

- TRATAMENTO 5: constituiu-se do grupo inoculado por via oral, com 0,5 mL de
solucdo salina tamponada a 0,85%, contendo aproximadamente 5,0 X 10°
UFC/0,5 mL de Salmonella enterica sorovar Enteritidis que recebeu os aditivos
fitogénicos na racdo na dosagem de 0,10 kg/ tonelada de racdo da fase inicial aos
35 dias de idade (SE + AF).
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As aves desafiadas e ndo desafiadas foram alojadas separadamente,
mantendo-se a mesma ambiéncia, em baterias com quatro andares de ago
galvanizado, equipadas com comedouros e bebedouros tipos lineares e bandejas
para retirada de excretas. As baterias foram aquecidas com uma lampada

incandescente de 60 W por andar até os 21 dias de idade.

Preparacédo do inoculo

O in6culo foi preparado com Salmonella enterica sorovar Enteritidis
isolada de amostras oriundas de frangos de corte cedida pelo Laboratério de
Bacteriologia, da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de
Goia e tipificada pelo Laboratério FIOCRUZ(RJ).

A cepa foi replicada em agar Xylose-Lysine-Tergitol 4 (XLT4) e
incubada a 37°C por 24h. Em seguida, as células foram suspensas em solucao
salina tamponada a 0,85%, mantida a 4°C e a concentracdo de 5,0 x 10° UFC/mL
para Salmonella enterica sorovar Enteritidis foi ajustada com auxilio da escala de
Mac Farland (BORSOI et al., 2011).

A concentracdo foi confirmada por plagueamento das diluicbes
decimais seriadas em agar Hektoen com posterior incubacdo a 37°C e contagem
das Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) de Salmonella enterica sorovar
Enteritidis.

Inoculacéo das aves

Com um dia de vida, antes do alojamento, utilizando seringas de 1 mL,
os pintos foram inoculados, via oral, com 0,5 mL de soluc&o salina tamponada a
0,85%, contendo aproximadamente 5,0 X 10° UFC de Salmonella enterica sorovar

Enteritidis.
Programa alimentar

O programa alimentar foi composto de duas racdes experimentais,
destinadas a diferentes fases de criacdo: inicial, 1 a 21 dias; e crescimento, 22 a
35 dias de idade (Tabela 1). As racdes fornecidas aos animais, farelada a base de
milho moido e farelo de soja, foram formuladas de acordo com a composicao dos



15

alimentos e exigéncias nutricionais preconizadas por ROSTAGNO (2005) e
fornecida a vontade durante todo o periodo experimental. Os aditivos fitogénicos e
os APC foram adicionados a racdo em substituicdo ao material inerte (amido), de

acordo com a recomendacao de cada produto.

TABELA 1 — Composicéo das racbes experimentais fornecida aos frangos de

corte durante todo o periodo experimental (1-35 dias de idade)

Ingredientesl Inicigl Crescimgnto
(1-21dias) (22-35 dias)
Milho gréo 58,590 59,519
Farelo de soja (45%) 34,562 32,603
Oleo de soja 1,727 3,049
Fosfato bicalcico 1,780 1,629
Calcario 0,818 0,775
Sal comum 0,435 0,415
L-lisina HCL 0,197 0,164
DL-metionina 0,241 0,218
L-treonina 0,046 0,024
Premix vitaminico** 0,500 0,500
Premix mineral*** 0,100 0,100
Inerte (amido) 1,000 1,000
Total 100,000 100,000
Nutrientes
Energia metabolizavel (kcal/kg) 3,000 3,100
Célcio (%) 0,884 0,824
Fosforo Disponivel (%) 0,442 0,411
Saodio (%) 0,214 0,205
Lisina (%) 1,146 1,073
Metionina + cistina (%) 0,814 0,773
Metionina (%) 0,534 0,501

'Quantidade por kg de produto

**Suplemento vitaminico - Inicial: Vit. A 20.000.000 Ul, Vit. D3 5.000.000 Ul, Vit. E 50.000 mg/kg,
Vit. K 4.000 mg/kg, Vit. B1 5.000 mg/kg, Vit. B2 13.000 mg/kg, Vit. B6 7.000 mg/kg, Vit. B12
36.000 mg/kg, Acido félico 2.400 mg/kg, Acido pantoténico 30.000 mg/kg, Niacina 84.000 mg/kg,
Biotina 160 mg/kg, Selénio 600 ppm, Etoxiquin 166 mg/kg; Crescimento: Vit. A 16.000.000 UlI, Vit.
D3 3.800.000 UI, Vit. E 40.000 mg/kg, Vit. K 3.600 mg/kg, Vit. B1 3.600 mg/kg, Vit. B2 11.000
mg/kg, Vit. B6 5.200 mg/kg, Vit. B12 30.000 mg/kg, Acido félico 1.800 mg/kg, Acido pantoténico
26.000 mg/kg, Niacina 70.000 mg/kg, Biotina 100 mg/kg, Selénio 600 ppm, Etoxiquin 166 mg/kg
***Suplemento mineral (mg/kg) - Cobre 16.250, Ferro 100.000, Manganés 150.000, Zinco
125.000, lodo 2.000
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Os aditivos fitogénicos eram particulas microencapsuladas a base de
O0leo essencial de orégano (Origanum vulgare), de canela (Cinnamomum
zeylanicum) e de alecrim (Rosmarinus officinallis) e extrato de pimenta vermelha
(Capsicum annuum) e apresentaram garantias minimas por kg de produto: 4,5g

de carvacrol, 1,0 g de cinamaldeido, 2,0 g de cineol e 20 g de capsaicina.

Desempenho

Aos sete, 14 e 35 dias de idade foram avaliadas as seguintes variaveis:
- Peso Médio (PM): obtido dividindo-se o peso total das aves de cada parcela,

pelo nimero médio de aves da parcela, PM=PF/NMA,;

- Ganho de Peso (GP): calculado pela diferenca entre o peso final e o peso inicial
das aves somado ao peso da ave morta e dividindo pelo numero médio de aves,
GP=[(PF-PI) + Peso da ave morta]/NMA;

- Consumo de racao (CR): calculado pela razédo entre o consumo de racao total

(fornecido — sobra) e o numero médio de aves;
- Converséo alimentar (CA): calculada pela razdo: CR/GP;

- Mortalidade: Para andlise estatistica o valor em percentagem de mortalidade foi
transformado em Arc seno ((%Mort. /100)+0,05)%°.

As aves mortas foram identificadas e pesadas para o ajuste do
consumo de racdo e conversdo alimentar, bem como necropsiadas e as

alteracdes macroscopicas identificadas.

Exame histomorfométrico intestinal

Aos 14 e 35 dias de idade, seis aves por tratamento foram submetidas
a um jejum de seis horas, pesadas, eutanasiadas por deslocamento cervical e
necropsiadas. Fragmentos do duodeno e do jejuno foram coletados, seccionados
longitudinalmente, abertos e as extremidades foram fixadas com grampos em
isopor, cada peca foi acondicionada em frascos previamente identificados
contendo formol tamponado a 10% para a fixacdo do material. Posteriormente, as

pecas passaram pelos processos de desidratacéo, clarificagdo e incluséo em
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parafina histolégica. Em seguida, os blocos de parafina contendo as pecas foram
seccionados a 5,0 ym em microtomo rotativo e depois colocados em laminas de
vidro para posterior coloracao pelo método de Hematoxilina Eosina (LUNA, 1968).
As laminas foram submetidas a leitura de altura de vilosidade e profundidade de
cripta com auxilio do software Image J (RASBAND, 2004).

A altura do vilo foi medida usando o apice do vilo até a base da juncao
do vilo com a cripta e a profundidade da cripta (UNI et al., 1998) definiu-se com a
profundidade da invaginacdo da cripta com os vilos adjacentes . Realizaram-se
cinco leituras por lamina para altura do vilo e cinco em sequéncia para
profundidade das criptas por fragmento de cada tecido, sempre da direita para a
esquerda do corte. Também foi calculada a relacdo entre altura do vilo e
profundidade de cripta. As imagens foram digitalizadas do microscépico Optico de
campo claro (Carl Zeiss modelo JENAVAL) para o computador, através da
camara de video analdgica e a placa de captura.

Quantificacdo de pH

Também aos sete, 14 e 35 dias de idade o pH do contetdo do inglavio,
duodeno, jejuno, ileo, ceco e cdlon de cada ave necropsiada foi aferido na propria
porcao por meio de peagametro digital (PHTEK, modelo pH-100-B).

Anadlises estatisticas

Os dados quantitativos de desempenho, avaliacdo de pH e
histomorfometria intestinal foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias foram comparadas quando necessario pelo teste de Tukey a 5%, sendo

utilizado o programa estatistico SAS (Statistical Analisys System 9.2).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes as variaveis de desempenho dos frangos de
corte encontram-se na Tabelas 2, 3 e 4.

TABELA 2 — Peso inicial (PI), peso médio (PM), ganho de peso (GP), consumo de
racdo (CR), conversdo alimentar (CA) de frangos de corte
inoculados experimentalmente com Salmonella enterica sorovar
Enteritidis (SE) e alimentados com aditivos fitogénicos no periodo de
1-7 dias de idade

Tratamentos Pl PM GP CR CA
Placebo 44,43 186,85 142,42 153,66 1,10
Contr. AF 44,30 183,93 139,63 151,18 1,09
Contr. positivo (SE) 44,33 182,20 137,86 149,27 1,08
SE + APC 44,56 188,26 133,70 149,27 1,11
SE + AF 44,73 183,30 138,56 151,18 1,09
P 0,2222 0,3142 0,3134 0,1250 0,7636
C. V. (%) 0,7934 3,7275 5,0003 2,0781 4,2288
EPM 0,1440 2,7835 2,8260 11,2803 0,0189

Observa-se na Tabela 2 que no periodo de 1-7 dias de idade nao
houve efeito significativo (P>0,05) entre os tratamentos para as variaveis de
desempenho estudadas.

TABELA 3 — Peso médio (PM), ganho de peso (GP), consumo de racao (CR),
conversdo alimentar (CA) de frangos de corte inoculados
experimentalmente com Salmonella enterica sorovar Enteritidis (SE)
e alimentados com aditivos fitogénicos no periodo de 1-14 dias de

idade.

Tratamentos PM GP CR CA
Placebo 535,78 348,92 259,09 1,24
Contr. AF 527,21 343,37 263,05 1,26
Contr. positivo (SE) 517,84 335,64 266,61 1,29
SE + APC 514,98 336,72 261,66 1,27
SE + AF 524,78 341,48 262,50 1,26
P 0,5104 0,7106 0,7977 0,8049
C. V. (%) 4,1709 5,2608 3,9390 5,1015
EPM 8,9245 7,3282 4,2226 0,0264

Do mesmo modo, os dados apresentados na Tabela 3 néo

demonstram diferenca significativa (P>0,05) no periodo de 1-14 dias entre os
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tratamentos analisados. Os tratamentos n&o influenciaram nos resultados,
também, MOUNTZOURIS et al. (2011) ndo encontraram diferenca significativa
para as mesmas variaveis de desempenho no periodo de 1-14 dias de idade em

frangos alimentados com Oleos essenciais de orégano, laranja e erva-doce.

TABELA 4 - Peso médio (PM), ganho de peso (GP), consumo de racao (CR),
conversdo alimentar (CA) de frangos de corte inoculados
experimentalmente com Salmonella enterica sorovar Enteritidis (SE)
e alimentados com aditivos fitogénicos no periodo de 1-35 dias de

idade
Tratamentos PM GP CR CA
Placebo 2384,93a 2340,49a 3123,47  1,39ab
Contr. AF 2429,96a 2385,65a 3196,26 1,29a
Contr. positivo (SE) 2183,19b 2138,97b  3109,14 1,46b
SE + APC 2206,36b 2161,72b 3116,25  1,44ab
SE + AF 2184,55b 2139,82b 3119,93 1,49b
P 0,0034 0,0034 0,8258 0,0160
C. V. (%) 5,6335 5,7502 4,5787 7,0493
EPM 52,3864 52,4281 58,5637  0,0407

2P médias com letras diferentes diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Observa-se que (Tabela 4), no periodo de 1-35 dias de idade, houve
diferenca significativa (P<0,05) no peso médio e no ganho de peso dos grupos
sem desafio microbiano em relacdo aos grupos inoculados com Salmonella
enterica sorovar Enteritidis. Destaca-se que os maiores valores (P>0,05) foram
para o tratamento alimentado com aditivos fitogénicos, além de melhor conversao
alimentar, os quais foram iguais ao grupo placebo. O tratamento com APC e
placebo foram semelhantes quanto a conversédo alimentar, sugerindo que n&o
houve efeito do APC sobre esta variavel, entretanto o GP e PM foram diferentes
com melhor resultado para o placebo. Este fato pode ser atribuido ao desafio
sanitario que os animais sofreram que foi suficiente para que o APC causasse
efeito no desempenho das aves (FUKAYAMA et al., 2005). Esses resultados séo
diferentes dos resultados do estudo realizado por AL-KASSIE (2009), que
observaram melhor ganho de peso e conversao alimentar em frangos de corte
alimentados com Oleos essenciais de tomilho e canela. Segundo BRENES &

ROURA (2010), os aditivos fitogénicos estimulam secrec¢des digestivas, tornando
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0 processo digestivo mais eficiente, melhorando a absor¢cdo dos nutrientes e
aumentando o ganho de peso. A digestibilidade dos nutrientes pode ser
melhorada com a adicdo de 6leos essenciais e extratos vegetais nas dietas, por
aumentarem a atividade de enzimas digestivas. JANG et al. (2007), observaram
aumento na producédo de tripsina, amilase e maltase em frangos de 35 dias de
idade alimentados com 6éleo essencial composto por timol. Outra acdo dos 0Oleos
essenciais € o estimulo a secrecdo pancreatica de lipase nas aves, como
observado por PAIM et al. (2008) ao forneceram a dieta dos frangos uma mistura
de dleos essenciais de orégano, salvia, alecrim e pimenta. Para FRANZ et al.
(2009) ragdes contendo aditivos fitogénicos estimulam o consumo de ragéo, o que
também néo foi observado neste trabalho.

Nas Tabelas 5 e 6, encontram-se os resultados de altura dos vilos,
profundidade de criptas e relagcdo vilo:cripta do duodeno e jejuno,
respectivamente, aos 14 e 35 dias de idade.

TABELA 5 — Alturas médias dos vilos (AV), profundidade de criptas (PC) e relacéo
vilo: cripta de duodeno e jejuno aos 14 dias de vida em frangos de
corte inoculados experimentalmente com Salmonella enterica
sorovar Enteritidis (SE) e alimentados com aditivos fitogénicos

Duodeno
Tratamentos AV (um) PC (um) Vilo : Cripta
Placebo 958,01a 201,54 4,85ab
Contr. AF 1002,27a 191,21 5,46a
Contr. positivo (SE) 731,71b 265,88 2,87b
SE + APC 840,38ab 201,46 4,54ab
SE+ AF 815,64ab 192,63 4,66ab
P 0,0043 0,0948 0, 0658
C. V. (%) 13,8634 24,3976 33,1689
EPM 49,2171 20,9708 74,2069

Jejuno

Placebo 629,30 191,46 3,51
Contr. AF 675,45 198,47 3,84
Contr. positivo (SE) 518,86 169,49 3,27
SE + APC 579,19 189,50 3,12
SE + AF 647,50 217,34 3,28
P 0,2540 0,7728 0,8326
C. V. (%) 22,2945 32,6524 33,2888
EPM 56,0174 25,7610 0,4631

2® médias com letras diferentes diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Verifica-se na Tabela 5, que aos 14 dias de idade houve maior altura
de vilosidades no duodeno dos grupos placebo e controle com os aditivos
fitogénicos em relacdo ao grupo que recebeu somente o desafio bacteriano.
Como pode ser verificado na mesma Tabela, os fitogénicos ndo estimularam a
proliferacdo das células intestinais apresentaram efeitos somente sobre o
patégeno inoculado, mas tanto o APC quanto os fitogénicos reduziram o feito da
Salmonella aos 14 dias de idade na altura das vilosidades duodenais. A reducéo
da altura das vilosidades duodenais no grupo controle positivo pode ser explicada
pelo fato de patdégenos intestinais como Salmonella, lesionarem o epitélio
intestinal provocando mudancas na morfologia das vilosidades tornando-as mais
curtas e as criptas mais profundas (GARCIA et al., 2007). Esse resultado néo foi
suficiente para expressar o efeito sobre o desempenho das aves no periodo de 1-
14 dias de idade.

Entretanto, pode-se especular o aumento das vilosidades duodenais
gue se expressou aos 14 dias, resultou em melhor desempenho das aves aos 35
dias de idade, no entanto nenhum efeito foi registrado nas medidas do jejuno. As
propriedades dos aditivos fitogénicos ainda ndo estdo totalmente exploradas, no
entanto, pode-se notar que aos 35 dias 0 grupo que recebeu os fitogénicos teve
melhor conversao alimentar (Tabela 4).

Na Tabela 5, verifica-se uma maior relacéo vilo:cripta do duodeno dos
animais alimentados com aditivos fitogénicos sem desafio microbiano em relacao
ao tratamento cujas aves receberam somente o desafio bacteriano, o que indica
que a adicdo de aditivos fitogénicos na racdo aumentou a relacdo vilo:cripta no
duodeno aos 14 dias de idade. Segundo SANTOS (2010), o aumento da relacdo
vilo: cripta indica maior numero de células intestinais com consequente melhora
na absorcdo e digestdo dos nutrientes. Ja a diminuicdo da relacdo sugere vilos
danificados e uma atividade proliferativa aumentada nas criptas, com a finalidade
de restaurar a morfologia e a funcdo do epitélio, que podem ser atribuidas a

outros fatores, inclusive organismos patogénicos.
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TABELA 6 — Alturas médias dos vilos (AV), profundidade de criptas (PC) e relagéo
vilo: cripta de duodeno e jejuno aos 35 dias de vida em frangos de
corte inoculados experimentalmente com Salmonella enterica
sorovar Enteritidis (SE) e alimentados com aditivos fitogénicos

Duodeno
Tratamentos AV (um) PC (um) Vilo : Cripta
Placebo 1144,9 213,70 572
Contr. AF 1275,0 208,39 6,44
Contr. positivo (SE) 1020,3 246,86 4,39
SE + APC 1134,9 193,10 5,88
SE + AF 1168,3 223,99 5,42
P 0,2325 0,5588 0,1968
C. V. (%) 15,8245 25,7795 26,0961
EPM 74,2096 22,8599 0,5938

Jejuno
Placebo 772,01 201,64 3,94
Contr. AF 904,13 171,72 5,49
Contr. positivo (SE) 742,07 229,00 3,89
SE + APC 868,84 159,85 5,70
SE + AF 772,29 165,07 4,85
P 0,1115 0,2129 0,1063
C. V. (%) 14,6584 30,8045 29,5917
EPM 48,5845 23,3227 0,5773

Os dados relativos as mensuracdes do duodeno jejuno da Tabela 6
revelam que ndo houve efeito significativo (P>0,05) entre os tratamentos aos 35
dias de idade. No entanto, apesar de nao haver diferenca estatistica, observa-se
gue maiores valores médios altura de vilo e relacéo vilo:cripta foram registrados
nos grupos que alimentados com fitogénicos. O aumento destas variaveis explica
0 aumento do peso meédio, ganho de peso e a melhor converséo alimentar aos 35
dias de idade, pois quanto maior a altura do vilo maior sera a area de absorcao de
nutrientes (BOLELI et al., 2002).

Os dados referentes aos valores de pH de frangos de corte aos sete,

14 e 35 dias de idade encontram-se na Tabela 7.
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TABELA 7 - Valores de pH do inglavio, duodeno, jejuno, ileo, ceco e colon de
frangos de corte aos sete, 14 e 35 dias de idade em funcdo dos
tratamentos experimentais

Tratamentos inglavio duodeno jejuno ileo ceco colon
7 dias de idade
Placebo 5,70 6,08 6,30 6,43 6,80 6,30
Contr. AF 5,93 6,38 6,53 6,68 6,81 6,51
Contr. positivo (SE) 5,86 6,30 6,48 6,76 6,78 6,30
SE + APC 5,95 6,01 6,16 6,35 6,78 6,20
SE + AF 591 6,30 6,20 6,71 6,86 6,41
P 0,1226 0,1593 0,0278 0,0963 0,8687 0,4214
C.V. (%) 2,9880 4,6230 3,5358 4,6408 2,2334 4,6917
14 dias de idade
Placebo 5,70 6,50 6,53 6,46 7,05 6,35b
Contr. AF 5,93 6,56 6,61 6,73 6,96 6,31b
Contr. positivo (SE) 5,86 6,58 6,41 6,60 6,85 6,38b
SE + APC 5,90 6,66 6,55 6,50 7,00 6,68a
SE + AF 5,85 6,55 6,55 6,68 6,90 6,56ab
P 0,8258 0,6859 0,4676 0,1290 0,4752 0,0044
C.V. (%) 6,1554 2,9966 2,8388 3,0242 2,9379 2,6871
35 dias de idade
Placebo 5,51 6,48 6,68 6,80 7,28a 6,58
Contr. AF 5,60 6,63 6,51 6,75 7,20ab 6,76
Contr. positivo (SE) 5,48 6,53 6,73 6,91 7,11ab 6,68
SE + APC 5,73 6,60 6,60 6,40 6,81b 6,93
SE + AF 5,88 6,41 6,31 6,65 7,0lab 6,66
P 0,2051 0,7496 0,1049 0,1052 0,0431 0,2895
C. V. (%) 5,6685 4,7259 4,1720 4,8645 3,6724 4,2012

2® médias com letras diferentes diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Observa-se na Tabela 7 que o pH do trato intestinal aos sete dias de
idade nao apresentou diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos,
somente aos 14 dias o pH do célon do grupo que recebeu o APC com desafio
bacteriano foi maior em relagdo aos tratamento sem desafio microbiano. Segundo
LU et al. (2003) diversos fatores podem afetar a composicdo da comunidade
bacteriana do TGl, tais como a idade, dieta, administragdo de antimicrobianos
promotores de crescimento e infeccdo por organismos patogénicos.
Possivelmente a auséncia do desafio com Salmonella nesses grupos levou a uma
maior colonizacdo por bactérias acidoéfilas no célon, com consequente reducéo do
pH intestinal aos 14 dias de idade. Conforme SAMANTA et al. (2010),

antimicrobianos como a bacitracina de zinco diminuem a colonizacdo de
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Lactobacillus, assim ocorrendo a elevacdo do pH, como se observou no colon
das aves estudadas.

Ja aos 35 dias, o pH do ceco do grupo com APC e desafio bacteriano
foi maior em relacdo ao grupo placebo. Este resultado pode ser explicado pelos
os autores KNARREBORG et al. (2002) os quais mencionaram que a bacitracina
reduz a populagdes intestinais de bacterias Gram-positivas, e que a hipotese mais
aceitavel para explicar os resultados encontrados de pH dados, seria a inativacao
das populacbes microbianas indigenas do ceco com a liberacdo de toxinas

bacterianas resultando em redugéo do pH do ceco.
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CONCLUSOES

Os aditivos fitogénicos ndo controlaram os efeitos da Salmonella
enterica sorovar Enteritidis mas melhoraram o desempenho aos 35 dias,
principalmente os valores de conversao alimentar quando comparados ao
tratamento placebo.
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CAPITULO 3 - ATIVIDADES ANTIMICROBIANA E IMUNOLOGICA DE
ADITIVOS FITOGENICOS EM FRANGOS DE CORTE
INOCULADOS EXPERIMENTALMENTE COM Salmonella
enterica SOROVAR ENTERITIDIS

RESUMO: Objetivou-se avaliar o efeito dos aditivos fitogénicos sobre a invasao
da Salmonella no sistema imune de frangos de corte inoculados
experimentalmente com Salmonella enterica sorovar Enteritidis (SE). Foram
utilizados 300 pintos com um dia de idade, machos, linhagem Cobb, divididos em
cinco tratamentos com seis repeticdes cada. Tratamento 1 - grupo inoculado por
via oral, com 0,1 mL de solucdo salina tamponada e esterilizada a 0,85%
(Placebo); tratamento 2 — adicdo de aditivos fitogénicos na racdo na dosagem de
0,10 kg/ tonelada de ragao da fase inicial aos 35 dias de idade (controle AF);
tratamento 3 - grupo inoculado via oral, com 0,5 mL de solucéo salina tamponada
a 0,85%, contendo aproximadamente 5,0 X 10> UFC/0,5 mL de Salmonella
enterica sorovar Enteritidis (controle positivo SE); tratamento 4 - grupo inoculado
por via oral, com 0,5 mL de solugdo salina tamponada a 0,85%, contendo
aproximadamente 5,0 X 10° UFC/0,5 mL de SE e que recebeu como
antimicrobiano promotor de crescimento (APC) a bacitracina metil dissilicato
(BMD) na dosagem de 55 ppm na racado até os 35 dias de idade (SE + APC);
tratamento 5 - grupo inoculado por via oral, com 0,5 mL de solucdo salina
tamponada a 0,85%, contendo aproximadamente 5,0 X 10°> UFC/0,5 mL de SE
que recebeu os aditivos fitogénicos na racédo na dosagem de 0,10 kg/ tonelada de
racao da fase inicial aos 35 dias de idade (SE + AF). Aos sete, 14 e 35 dias de
idade, seis aves por tratamento foram submetidas a um jejum de seis horas,
pesadas, sacrificadas, necropsiadas e coletados fragmentos de Orgdos para
exames biométricos, isolamento de Salmonella e contagem de linfocitos. N&o
houve efeito sobre a biometria dos 6rgdos nas idades avaliadas. Salmonella foi
isolada com frequéncia variada. Houve diferenca estatistica entre os tratamentos
para o numero médio de linfécitos no bago na primeira semana. Ocorreu deplecao
dos linfocitos no grupo que recebeu SE+APC e na tonsila cecal no grupo controle
positivo. Verifica-se que a deplecédo linféide nos bacos, bursas e tonsilas cecais
variou de 5,1 a 28,4%, 2,0 a 42,0% e de 1,8 a 28,7%, respectivamente, com
predominéancia de deplecédo linfoide discreta e moderada. Conclui-se que 0s
fitogénicos ndo impedem a migragcdo da Salmonella enterica sorovar Enteritidis
para os oOrgaos linfoides, bem como nédo estimulam a proliferacdo de células
linféides nos frangos de corte.

Palavras chave: bacteriologia, controle, linfocitos, salmonelose aviaria
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CHAPTER 3 - ANTIMICROBIAL AND IMMUNOLOGICAL ACTIVIES OF
PHYTOGENIC ADDITIVES IN BROILER INOCULATED WITH
Salmonella enterica SEROVAR ENTERITIDIS

ABSTRACT: The objective was to evaluate the effect of phytogenic additives on
the invasion of Salmonella on the immune system of broiler chickens inoculated
with Salmonella enterica serovar Enteritidis (SE). 300 chicks day-old male Cobb
were divided into five treatments with six repetitons each. Treatment 1 - group
inoculated orally with 0.1 mL of sterile buffered saline and 0.85% (placebo)
treatment 2 - phytogenic received additives in the feed at the dosage of 0.10 kg/
ton of feed initial 35 days of age (control FA), treatment 3 - group inoculated orally
with 0.5 mL of buffered saline 0.85%, containing approximately 5.0X10°> CFU/ mL
of 0.5 Salmonella enterica serovars enteritidis (control positive SE) treating 4 -
group inoculated orally with 0.5 ml of buffered saline 0.85%, containing
approximately 5.0X10° CFU/0.5 mL SE and received as antimicrobial growth
promoter (AGP) bacitracin methylene disalicylate (BMD) at a dose of 55 ppm in the
feed until 35 days of age (SE + AGP) treatment 5 - group inoculated orally with 0.5
ml of buffered saline 0.85%, containing approximately 5.0X10> CFU/mL of 0.5 SE
received phytogenic additives in the feed at a dosage of 0.10 kg/ton of feed of the
age initial until 35 days (SE + FA). Seven, 14 and 35 days of age, six birds for
treatment were subjected to feed withdrawal for six hours, weighed, sacrificed,
necropsied and was collected fragments of organs for biometric tests, isolation of
Salmonella and lymphocyte count. There was no effect on the organs of biometrics
in ages evaluated. Salmonella was isolated with varying frequency. There were
statistical differences between treatments for the average number of lymphocytes
in the spleen in the first week. Depletion of lymphocytes occurred in the group
receiving FA + AGP and cecal tonsil in the control group. It appears that the
lymphoid depletion in the spleens, bursa and caecal tonsils ranged from 5.1 to
28.4%, 2.0 to 42.0% and 1.8 to 28.7%, respectively, predominantly depleted
lymphoid slight to moderate. Phytogenic additives not eliminal and prevent
migration of Salmonella enterica serovars Enteritidis to lymphoid organs, and do
not stimulate the proliferation of lymphoid cells in broilers.

Keywords: bacteriology, control, lymphocytes, avian salmonellosis
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INTRODUCAO

O género Salmonella, compreende bactérias Gram-negativas que se
destacam por serem agentes zoonéticos que infectam humanos pelo o consumo
de alimentos contaminados de origem animal. Dentre 0s sorovares que causam
distarbios intestinais em humanos, 0s mais comuns sao Typhimurium e Enteritidis
(BORSOI et al., 2011), que podem se alojar no intestino de aves aparentemente
saudaveis, contaminarem a carcacga e serem veiculados pela a carne de frango ao
homem (BERSOT, 2006).

Além das medidas tomadas para reduzir a contaminacdo da carcaca
durante o] processamento, outras abordagens tém sido
utilizadas pela industria avicola, em um esforco para reduzir fontes potenciais
de contaminagdo da carcaca, como adicbes de antibidticos na dieta. Estas
abordagens tém sido capazes de influenciar as comunidades intestinais
bacterianas e melhorar o desempenho animal (THOMPSON et al., 2008). No
entanto, uso de antimicrobianos como promotores de crescimento na alimentacao
animal tém sido questionado em funcdo do desenvolvimento de bactérias
resistentes, e ainda por exigéncia dos consumidores por alimentos mais seguros,
aliada as pressbes dos blocos econdémicos sobre os paises exportadores de
produtos de origem animal. Por isso, pesquisas com a inclusdo de aditivos
alternativos na dieta como os fitogénicos, com potencial acdo antimicrobiana e
acado sobre o sistema imune animal sdo temas para pesquisas.

Estudos tém sido conduzidos para avaliar a atividade antimicrobiana
dos Oleos essenciais frente a microrganismos como aquelas elaboradas por
WIEST et al. (2009), que dentre 86 extratos de plantas utilizados, 50
apresentaram atividade de inibicdo e de inativacado sobre Salmonella sp. in vitro.
Também SANTURIO et al. (2007) testando 6leos essenciais de orégano, tomilho
e canela frente a 20 sorovares de Salmonella, observaram que o primeiro
apresentou maior atividade antimicrobiana em relagdo aos demais o6leos testados.

Um dos efeitos intrinsecos mais conhecidos dos aditivos fitogénicos € a
sua atividade antimicrobiana relacionada a presenca de fendis, aldeidos e alcoois
em sua composicdo (BAKKALI et al., 2008). Estes compostos s&o produzidos

pela planta como elementos de defesa com acdo sobre a parede celular do
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microrganismo, aumentando sua permeabilidade associada com a perda de
protons e com a inibicdo da sintese de energia (ATP) (LANGHOUT, 2005;
BAKKALI et al. 2008).

De acordo HELANDER et al. (1998), as bactérias Gram-positivas séo
mais sensiveis ao efeito dos 6leos essenciais do que as Gram-negativas. Isso
pode ser explicado pelo fato das Gram-negativas possuirem uma membrana
lipolissacaridica formando uma superficie hidrofilica que constitui uma barreira a
acdo das substancias hidrofébicas dos oOleos essenciais. Entretanto, outros
autores relataram que o 6leo essencial de orégano (carvacrol), particularmente,
apresenta grande potencial antimicrobiano tanto para bactérias Gram-positivas
guanto para Gram-negativas (MARINO et al., 2001; CHAUDHRY et al., 2007,
BEKHECHI et al., 2008; COSTA, 2009; MARTINO et al., 2009).

Além da acao antimicrobiana, acredita-se que os aditivos fitogénicos
também podem atuar no sistema imunoldgico das aves, pois segundo HASHEMI
& DAVOODI (2012) os metabdlicos secundarios das plantas exercem efeito
imunoestimulante nos animais. As plantas ricas em flavonéides, vitamina C e
carotenoides podem melhorar a atividade de linfocitos e macrofagos, aumentando
a fagocitose e estimulando a sintese de interferons (FRANKIC et al. ,2009). No
entanto, os estudos sobre a acéo destes produtos ainda sdo escassos.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi investigar o efeito de uma
dieta com fitogénicos a base de 6leo essencial de alecrim, canela, orégano e
extrato de pimenta vermelha sobre o sistema imune de frangos de corte

inoculados experimentalmente com Salmonella enterica sorovar Enteritidis.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Nucleo Experimental de Doencas de
Aves e no Laboratorio de Bacteriologia do Departamento de Medicina Veterinaria,
Setor Preventiva da Escola de Veterinaria e Zootecnia (EVZ) da Universidade
Federal de Goias (UFG).

Delineamento experimental

Foram utilizados 300 pintos da linhagem Cobb, machos, de um dia de
idade, divididos em cinco tratamentos, com seis repeticdes cada, alojados em
grupos de 10 aves por unidade experimental, em um total de 30 unidades
experimentais com 60 aves por tratamento. Os frangos de corte de um dia de
idade foram pesados, identificados e distribuidos conforme o delineamento
abaixo:
- TRATAMENTO 1: constituiu-se do grupo inoculado por via oral, com 0,1 mL de
solucéo salina tamponada e esterilizada a 0,85% (Placebo).
- TRATAMENTO 2: constituiu-se do grupo que recebeu os aditivos fitogénicos na
racdo na dosagem de 0,10 kg/ tonelada de racdo da fase inicial aos 35 dias de
idade (Contr. AF).
- TRATAMENTO 3: constituiu-se do grupo inoculado via oral, com 0,5 mL de
solucdo salina tamponada a 0,85%, contendo aproximadamente 5,0 X 10°
UFC/0,5 mL de Salmonella enterica sorovar Enteritidis (Contr. positivo SE).
- TRATAMENTO 4: constituiu-se do grupo inoculado por via oral, com 0,5 mL de
solucdo salina tamponada a 0,85%, contendo aproximadamente 5,0 X 10°
UFC/0,5 mL de Salmonella enterica sorovar Enteritidis e que recebeu como
antimicrobiano promotor de crescimento (APC), a bacitracina metil dissilicato
(BMD) na dosagem de 55 ppm na racdo até os 35 dias de idade (SE + APC).
- TRATAMENTO 5: constituiu-se do grupo inoculado por via oral, com 0,5 mL de
solucdo salina tamponada a 0,85%, contendo aproximadamente 5,0 X 10°
UFC/0,5 mL de Salmonella enterica sorovar Enteritidis que recebeu os aditivos
fitogénicos na racdo na dosagem de 0,10 kg/ tonelada de racdo da fase inicial aos
35 dias de idade (SE + AF).
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O programa alimentar foi composto de duas racdes experimentais,
destinadas a diferentes fases de criag&o: inicial, 1 a 21 dias; e crescimento, 22 a
35 dias de idade. As racOes fornecidas aos animais, farelada a base de milho
moido e farelo de soja, foram formuladas de acordo com a composicdo dos
alimentos e exigéncias nutricionais preconizadas por ROSTAGNO (2005).

Os aditivos fitogénicos eram a base de 6leo essencial de orégano
(Origanum vulgare), de canela (Cinnamomum zeylanicum) e de alecrim
(Rosmarinus officinallis) e extrato de pimenta vermelha (Capsicum annuum) e
apresentaram garantias minimas de 4,5g/kg de carvacrol, 1,0 g/kg de
cinamaldeido, 2,0 g/kg de cineol e 20 g/kg de capsaicina.

As aves desafiadas e ndo desafiadas foram alojadas separadamente,
mantendo-se a mesma ambiéncia, em baterias com quatro andares de ago
galvanizado, equipadas com comedouros e bebedouros tipos lineares e bandejas
para retirada de excretas. As baterias foram aquecidas com uma lampada

incandescente de 60 W por andar até os 21 dias de idade.

Preparacdo do in6culo

O in6culo foi preparado com Salmonella enterica sorovar Enteritidis
isolada de amostras oriundas de frangos de corte cedida pelo Laboratério de
Bacteriologia, da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de
Goias e tipificada pelo laboratério FIOCRUZ(RJ).

A cepa foi replicada em agar Xylose-Lysine-Tergitol 4 (XLT4) e
incubada a 37°C por 18-20h. Em seguida, as células foram suspensas em
solucdo salina tamponada a 0,85%, mantida a 4°C e a concentracéo de 5,0 x 10°
UFC/mL para Salmonella enterica sorovar Enteritidis foi ajustada com auxilio da
escala de Mac Farland (BORSOI et al., 2011).

A concentracdo foi confirmada por plagueamento das diluicbes
decimais seriadas em agar Hektoen com posterior incubacdo a 37°C e contagem
das Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) de Salmonella enterica sorovar
Enteritidis.
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Inoculacéo das aves

Com um dia de vida, antes do alojamento, utilizando seringas de 1 mL,
os pintos foram inoculados, via oral, com 0,5 mL de solug&o salina tamponada a
0,85%, contendo aproximadamente 5,0 X 10°> UFC de Salmonella enterica sorovar
Enteritidis.

Exame biométrico de 6rgéos

Aos sete, 14 e 35 dias de idade, seis aves por tratamento foram
pesadas, apés 6 horas de jejum foram eutanasiadas por deslocamento cervical e
necropsiadas. O peso da ave, do intestino delgado, baco e bursa foram
considerados para calculo do peso relativo do 6rgao/100g peso vivo da ave x 100
(GRIEVES,1991).

Pesquisa de Salmonella enterica sorovar Enteritidis

Também aos sete, 14 e 35 dias de idade, o conteudo de inglavio
fragmentos da bursa, baco e tonsila cecal de seis aves por tratamento foram
coletados assepticamente para andlise bacterioldgica. Aproximadamente um
grama dos fragmentos dos 6rgéos coletados foi transferido para agua peptonada
e incubados a 37°C/24h.

Apés a incubacdo das amostras por 18-24 horas, aliquotas de 1,0 mL
da agua peptonada foram transferidas para o caldo selenito cistina e 0,1 mL para
o caldo Rappaport Vassiliadis e incubados a 41°C por 24 horas. Apos o
enriguecimento seletivo, de cada cultura foram feitos repiques nos agares verde
brilhante e XLT4 e incubadas a 37°C/24h. De cada um dos éagares foram
selecionadas trés a cinco Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) sugestivas da
bactéria e repicadas em &gar triplice agucar-ferro (TSI), seguindo-se incubacéo a
37°C/24h. As amostras bacterianas que apresentaram reacdes e caracteristicas
compativeis as do género Salmonella foram submetidas aos seguintes testes
bioquimicos: producédo de indol, producdo de H,S, urease, descarboxilacdo da

lisina, vermelho de metila (VM), utilizagdo do malonato e motilidade.
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Contagem de linfécitos em 6rgéos linféides

Foram coletados fragmentos do baco e bursa aos sete, 14 e 35 dias e
fragmentos de tonsila cecal aos 14 e 35 dias de idade. Os fragmentos foram
acondicionados em formalina neutra a 10%, e posteriormente submetidos as
seguintes etapas de fixacao, clivagem, desidratacéo, clareamento, impregnacao,
inclusdo, montagem e coloragao pela hematoxilina-eosina (HE) (LUNA, 1968).

Foram capturadas imagens de 15 campos de cada um dos fragmentos
de baco, bursa e tonsila cecal de cada animal, para a posterior contagem dos
linfécitos, realizada com o auxilio do software Image J. Um reticulo quadrangular
composto por 25 pontos foi sobreposto a imagem histolégica digital e apenas
foram contados os linfcitos nas interseccdes presentes no campo visual. Os
linfécitos contados no baco, bursa e tonsila cecal foram classificados quanto ao
grau de deplecdo e classificados em discreto, moderado e acentuado.
Preliminarmente, foi realizada a contagem dos linfécitos no baco, bursa e tonsila
cecal do grupo placebo para efeito de comparacao e referéncia na determinacao
do grau de deplecao linféide nos 6rgdos dos animais inoculados. Os graus de
deplecao linféide dos 6rgéos foram classificados segundo a intensidade discreta,
moderada e acentuada (Quadro 1).

QUADRO 1 - Graus de deplecéo linféide de acordo com os percentuais obtidos
pelas médias das contagens dos grupos inoculados em relacéo ao
grupo controle

Escores Graus de deplecéo linfoide Percentual de deplecao linféide
1 Discreta Menos de 10% de deplecao linfoide
2 Moderada Entre 10 e 30% de deplecéo linféide
3 Acentuada Acima de 30% de deplecéao linfoide

Andlises estatisticas

Os dados de contagem de linfécitos foram avaliados pelo teste de
Kruskal-Wallis (SAMPAIO, 2002). Para avaliar a frequéncia de Salmonella
enterica sorovar Enteritidis foi empregado o teste n&o paramétrico do qui-

quadrado ().



37

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Na Tabela 1 encontram-se os dados referentes ao peso relativo do
baco, bursa e intestino delgado aos sete, 14 e 35 dias de idade.

TABELA 1 - Valores de peso relativo (g /100g peso vivo da ave x 100) de 6rgéos de
frangos de corte inoculados experimentalmente com Salmonella
enterica sorovar Enteritidis (SE) e alimentados com aditivos fitogénicos
aos sete, 14 e 35 dias de idade

Tratamentos Baco (g) Bursa (g) Int.del.(g) Int.del. (cm)
7 dias de idade
Placebo 0,11 0,17 7,26 0,1501
Contr. AF 0,08 0,22 7,33 0,1617
Contr. positivo (SE) 0,09 0,19 7,51 0,1698
SE + APC 0,09 0,20 7,31 0,1555
SE + AF 0,09 0,20 7,58 0,1518
P 0,7767 0,4637 0,8723 0,5765
C. V. (%) 39,8655 22,7786 8,3430 14,5865
14 dias de idade
Placebo 0,09 0,21 5,54 0,2193
Contr. AF 0,09 0,25 7,09 0,2969
Contr. positivo (SE) 0,10 0,23 5,83 0,2621
SE + APC 0,08 0,26 5,82 0,2846
SE + AF 0,09 0,25 6,52 0,2957
P 0,6854 0,6412 0,6928 0,4717
C.V. (%) 26,0958 23,4728 33,4769 30,8470
35 dias de idade
Placebo 0,10 0,20 2,91 0,4123
Contr. AF 0,09 0,21 2,46 0,3672
Contr. positivo (SE) 0,09 0,20 2,52 0,3410
SE + APC 0,09 0,18 2,80 0,3470
SE + AF 0,09 0,15 2,54 0,3419
P 0,7643 0,2127 0,3806 0,1752
C.V. (%) 23,9580 24,1470 17,1946 15,5026

AF: aditivos fitogénicos; SE: Salmonella enterica sorovar Enteritidis; APC: antimicrobiano promotor
de crescimento.

N&o houve efeito significativo (p>0,05) sobre a biometria dos 6rgaos
aos sete, 14 e 35 dias de idade, o que indica que os aditivos fitogénicos nao
tiveram efeitos sobre o peso dos orgaos em relacdo aos demais tratamentos.
Estes resultados estdo de acordo com JANG et al. (2007) ao ndo observarem
diferenca significativa sobre a biometria intestinal de frangos de corte alimentados
com Oleo essencial composto por timol. De acordo com VOGT (2005), o peso de
orgaos linfoides reflete a capacidade do organismo de produzir células linféides

durante a resposta imune. O aumento no peso de 6érgaos linféides como o bacgo e
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a bursa, indica resposta ao estimulo antigénico, o que ndo foi possivel observar
em nenhum dos tratamentos. Acrescenta-se, ainda, que a primeira semana de
vida da ave € um periodo de rapida expansao da populacéo de linfocitos (6rgaos
linféides) e eventos que produzem clones de linfécitos que mediam o
desempenho imune (RUTZ et al., 2004).

Na Tabela 2 encontram-se os dados referentes ao isolamento de
Salmonella enterica sorovar Enteritidis em érgaos de frangos de corte.

TABELA 2 - Frequencia de isolamento de Salmonella enterica sorovar Enteritidis
(SE) em inglavio, tonsila cecal, baco e bursa de frangos de corte
alimentados com aditivos fitogénicos aos sete, 14 e 35 dias de idade

Placebo Contr. AF Contr. SE + APC SE + AF
positivo (SE)
Inglavio
7 dias - (0/6) - (0/6) 50%(3/6) 33,3%(2/6) 66,7%(4/6)
14 dias - (0/6) - (0/6) 16,7%(1/6) 16,7%(1/6) 33,3%(2/6)
35 dias - (0/6) - (0/6) - (0/6) - (0/6) - (0/6)
Total - (0/18) - (0/18) 22,22%(4/18) 16,66%(3/18) 33,33 %(6/18)
Tonsila cecal
7 dias - (0/6) - (0/6) 83,3%(5/6) 66,7%(4/6) 66,7%(4/6)
14 dias - (0/6) - (0/6) 66,7%(4/6) 50%(3/6) 50%(3/6)
35 dias - (0/6) - (0/6) 16,7%(1/6) - (0/6) - (0/6)
Total - (0/18) - (0/18) 55,55%(10/18) 38,88%(7/18) 38,88%(7/18)
Baco
7 dias - (0/6) - (0/6) 16,7%(1/6) 50%(3/6) 83,3%(5/6)
14 dias - (0/6) - (0/6) 16,7%(1/6) 33,3%(2/6) 66,7%(4/6)
35 dias - (0/6) - (0/6) 16,7%(1/6) 33,3%(2/6) 16,7%(1/6)
Total - (0/18) -(0/18) 16,66%(3/18) 55,55%(10/18) 55,55%(10/18)
Bursa

7 dias - (0/6) - (0/6) 50%(3/6) 33,3%(2/6) 83,3%(5/6)
14 dias - (0/6) - (0/6) 33,3%(2/6) 16,7%(1/6) 50%(3/6)
35 dias - (0/6) - (0/6) - (0/6) 16,7%(1/6) 33,3%(2/6)
Total - (0/18) -(0/18) 27,77%(5/18) 22,22%(4/18) 55,55%(10/18)

-:0%
AF: aditivos fitogénicos; SE: Salmonella enterica sorovar Enteritidis; APC: antimicrobiano promotor
de crescimento.

Observa-se na Tabela 2, que o grupo placebo e o grupo controle com
aditivos fitogénicos ndo apresentaram isolamento de Salmonella enterica sorovar
Enteritidis em nenhuma das idades avaliadas. Nos demais tratamentos
Salmonella foi recuperada aos sete, 14 e 35, com frequéncia variada, (p>0,05),
em relacdo ao tratamento que recebeu o indculo bacteriano, indicando que nem

APC e nem AF tiveram influéncia sobre a capacidade de invasdo e persisténcia
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do patégeno na bursa, no baco e tonsila cecal, portanto a infeccdo persistiu
nestes oOrgaos, entretanto diminuiu com a idade. A detec¢do do patégeno nos
orgaos linféides se manteve até 35 dias. Observou-se que Salmonella invadiu a
mucosa intestinal, tonsilas cecais e placas de Peyer e ser fagocitada por
macréfagos. Mesmo assim, a bactéria manteve-se nos orgdos e disseminou-se
para outros 6rgdos por meio da corrente sanguinea ou pelo sistema linfatico
(KABIR, 2010).

Verifica-se, ainda, na Tabela 2 que aos 35 dias a bactéria n&do foi mais
isolada do inglivio em nenhum dos tratamentos. Neste caso, a bactéria
provavelmente ndo se encontrava no trato gastrintestinal (TGI) das aves e os
animais ficaram no isolamento onde ndo havia cama para ser ingerida, situacéo
comum aos jejuns prolongados. Além disso, segundo DURANT et al. (2000), a
retirada da alimentacdo altera o ambiente do limen do ingltvio, com reducdo da
populacdo de Lactobacillus, aumento do pH e com aumento da colonizagdo por
bactérias Gram-negativas como a Salmonella.

Os dados referentes aos sinais clinicos verificados em frangos de corte

encontram-se na Tabela 3.

TABELA 3 - Sinais clinicos observados em frangos de corte inoculados
experimentalmente com Salmonella enterica sorovar Enteritidis

(SE) via oral
Tratamentos
Sinais clinicos Contr. positivo (SE) SE+APC SE+AF
Mortas sem sinais 0/60 (0%) 0/60 (0%) 1/60 (1,66%)

Cloaca com sujidades 35/60 (58,33%) 30/60 (50%) 22/60 (36,66%)
Emplastramento de 23/60 (38,33%) 10/60 (16,66%)  15/60 (25%)

cloaca

AF: aditivos fitogénicos; SE: Salmonella enterica sorovar Enteritidis; APC: antimicrobiano promotor
de crescimento.

Nota-se que o tratamento controle positivo apresentou maior percentual
de aves com sinal clinico de cloaca suja e emplastrada, o que esta de acordo com
a taxa de isolamento de Salmonella (Tabela 2) que foi maior nesse tratamento.

Durante o periodo experimental, os sinais foram desapareceram com o

aumento da idade da ave, sugerindo que as barreiras naturais do organismo
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tentaram eliminar o patdgeno. De acordo com NURMI & RANTALA (1973),
BAILEY (1988) e BARNES et al. (2003), a susceptibilidade das aves a
colonizacéo intestinal por Salmonella é maior durante os primeiros dias de idade e
logo depois € reduzida a medida que ha o desenvolvimento da microbiota
intestinal normal, sendo que o seu estabelecimento ocorre entre a terceira e sexta
semanas de idade. Também, segundo DESMIDT et al. (1998), ocorre o
desenvolvimento natural do sistema imune da ave que € um mecanismo de
resisténcia idade-dependente.

Apenas uma ave do grupo alimentado com aditivos fitogénicos e com
desafio bacteriano veio a 6bito sem manifestar sinal clinico. A ave foi necropsiada
e ndo se observou nenhuma alteracéo e nem se isolou Salmonella dos 6rgéos.

Na Tabela 4 encontram-se os resultados de contagem de linfocitos em
orgaos linféides aos 7, 14 e 35 dias de idade.

TABELA 4 - Numero de linfécitos no baco, bursa e tonsila cecal de frangos de
corte inoculados experimentalmente com Salmonella enterica
sorovar Enteritidis

Baco
Tratamentos 7 dias 14 dias 35 dias
Placebo 14,67+1,63a 16,67+2,42 16,33+3,14
Contr. AF 13,50+1,87ab 14,33+1,75 15,50+3,73
Contr. positivo (SE) 12,83+1,72abc 14,00+3,63 13,67+2,80
SE + APC 11,00+1,09bc 15,50+4,85 13,67+4,18
SE + AF 10,50+1,87¢c 12,67+3,01 15,17+3,43
P 0,0010 0,3090 0,4227
C. V. (%) 13,3066 22,6029 21,7478
Bursa
Tratamentos 7 dias 14 dias 35 dias
Placebo 16,67+1,86a 15,17+3,31 16,67+3,93
Contr. AF 15,50+1,22ab 13,83+2,40 16,33+3,14
Contr. positivo (SE) 12,83+2,23bc 13,33+1,63 13,67+4,18
SE + APC 13,50+2,59ab 13,83+1,60 13,17+2,64
SE + AF 9,67+1,37c 12,33+1,03 15,50+3,39
P <0,0001 0,2747 0,3295
C. V. (%) 14,1090 15,6665 23,2332
Tonsila cecal
Tratamentos 7 dias 14 dias 35 dias
Placebo - 19,16+1,72a 18,50+1,87
Contr. AF - 18,17+2,93ab 18,17+2,14
Contr. positivo (SE) - 13,67+3,08c 16,00+2,19
SE + APC - 14,83+2,64bc 16,00+2,75
SE + AF - 16,83+1,94abc 16,83+4,07
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P 0,0046 0,3642
C. V. (%) 15,2374 15,9153

Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05)
AF: aditivos fitogénicos; SE: Salmonella enterica sorovar Enteritidis; APC: antimicrobiano promotor
de crescimento.

Verifica-se que aos sete dias de idade houve diferenga estatistica
(p<0,05) entre os tratamentos para o numero médio de linfécitos no baco. Os
grupos controles apresentaram numero de linfocitos superiores aqueles em que
Salmonella estava associada aos APC e aos aditivos fitogénicos. Estes resultados
para quantidade de linfocitos no bago apresentaram efeitos semelhantes nos dois
aditivos.

Observou-se neste estudo reducdo das células linfociticas do bagco nos
tratamentos com Salmonella e aditivos, o que se respalda em ZUANON et al.
(1998), os quais mencionaram que 0s promotores de crescimento causam
reducdo do numero de células inflamatérias em decorréncia de uma resposta
imunoldgica menos intensa frente a um desafio microbiano.

Na bursa foi registrado maior niamero de linfocitos para os grupos
placebo e, enquanto, o grupo que recebeu o inéculo bacteriano juntamente com
os aditivos fitogénicos apresentou reducdo de células linfociticas (p>0,05). Os
fitogénicos ndo alteraram a contagem da populacdo de linfocitos da bursa, aos
sete dias de idade. Por outro lado, o APC, por um mecanismo desconhecido
reduziu o efeito do patégeno inoculado, considerando que ndo apresentou
diferenca significativa na contagem de linfécitos em relacdo ao grupo placebo.
Aos 14 e 35 dias de idade, ndo houve diferenca (p>0,05), entre 0s grupos
analisados para a contagem de linfécitos da bursa e no baco. Portanto, a
deplecao de linfocitos foi transitoria e deve ser ressaltado que a bursa é um 6rgao
indispensavel ao desenvolvimento e funcionamento dos oOrgdos linféides
secundérios, pois nela ocorre o processo de maturacédo dos linfocitos B (GLICK,
1986).

Ja para a contagem de linfécitos na tonsila cecal, observou-se
diferenca estatistica (p<0,05) somente aos 14 dias de idade do grupo placebo em
relacdo ao grupo controle positivo. Estes dados estdo sustentados na taxa de
isolamento de Salmonella (Tabela 2) que foi maior para bago e bursa no grupo

com Salmonella e alimentados com fitogénicos e para tonsila cecal no grupo que
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recebeu somente o patdégeno. Neste Orgdo, de todos os tratamentos com
Salmonella, o que recebeu os fitogénicos foi 0 que apresentou maior contagem
linfocitaria sugerindo que o aditivo fitogénico estimulou continuamente a producao
de linfocitos. Isto ocorreu provavelmente pelo estimulo local do aditivo fitogénico
no trato gastrintestinal.

Observa-se, ainda, que foram encontradas menores quantidades de
linfocitos no bago, bursa e tonsila cecal das aves inoculadas com Salmonella em
relacdo aos animais do grupo placebo e controle com os aditivos fitogénicos.
Segundo FREITAS NETO et al. (2007), a diminuicdo da populacdo de linfocitos é
comum em respostas inflamatérias agudas, como as infec¢cdes causadas por
Salmonella. Isso ocorre visto que mediadores inflamatérios estimulam a migracao
de heterdfilos e linfécitos do sangue e tecidos para o local da inflamacéao.

Na Tabela 5 encontram-se os resultados percentuais de deplegcéo e os
graus de deplecdo em 6rgaos linféides aos 7, 14 e 35 dias de idade.

TABELA 5 - Valores médios dos percentuais de deplecdo linféide em relacdo ao
grupo placebo e seus respectivos graus de deplecdo no baco, bursa
e tonsila cecal de frangos de corte inoculados experimentalmente
com Salmonella enterica sorovar Enteritidis

Contr. AF Contr. positivo SE + APC SE + AF

Baco (SE)
% DL G % DL G % DL G % DL G
7 dias 8,0 D 12,5 M 25,0 M 28,4 M
14 dias 14,0 M 16,0 M 7,0 D 24,0 M
35 dias 51 D 16,3 M 19,4 M 7,1 D
Contr. AF Contr. positivo SE + APC SE + AF

Bursa (SE)
% DL G % DL G % DL G % DL G
7 dias 7,0 D 23,0 M 19,0 M 42,0 A
14 dias 8,8 M 12,1 M 8,8 D 18,7 M
35 dias 2,0 D 18,0 M 21,0 M 7,0 D
Tonsila Contr. AF Contr. positivo SE + APC SE + AF

cecal (SE)
% DL G % DL G % DL G % DL G
7 dias - - - - - - - -
14 dias 52 D 28,7 M 22,6 M 12,2 M
35 dias 1,8 D 13,5 M 13,5 M 9,0 D

DL - deplecao linféide. G—graus de deplecao linféide; D — Discreta; M — Moderada; A — Acentuada.
AF: aditivos fitogénicos; SE: Salmonella enterica sorovar Enteritidis; APC: antimicrobiano promotor
de crescimento.
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Observa-se (Tabela 5) que a deplecdo linféide nos bacos, bursas e
tonsilas cecais variou de 51 a 28,4%, 2,0 a 42,0% e de 1,8 a 28,7%,
respectivamente, com predominancia de deplecéo linféide discreta e moderada.
Notou-se, ainda na mesma Tabela, grau de deplecdo acentuada somente para
bursa aos sete dias no grupo com o in6culo e com fitogénicos, que estd coerente
com os dados de frenquencia de isolamento de Salmonella (Tabela 2), no entanto
com a idade, o grau passou de moderado a discreta. O aditivo fitogénico nao
impediu o desenvolvimento do patégeno.
De acordo com FREITAS NETO et al. (2007), os linfocitos sédo células
que, em processos inflamatérios agudos, respondem a mediadores quimicos e
passam da corrente circulatéria e tecidos linféides ao local da inflamacéo, sendo
que a intensidade da linfopenia reflete, muitas vezes, a gravidade da resposta
inflamatéria. Os linfocitos reconhecem e respondem especificamente a antigenos
estranhos, constituindo a primeira linha de defesa contra infec¢des causadas por
Salmonella enterica sorovar Enteritidis (SHEELA et al., 2003).
Como observado no baco, bursa e tonsila cecal, a infeccdo precoce por
salmonelas pode provocar uma deplecdo transitéria de linfécitos em 6rgaos
linféides e, segundo HASSAN & CURTIS (1994), pode favorecer o

desenvolvimento do estado portador nas aves.
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CONCLUSOES

Os aditivos fitogénicos ndo impedem a migracdo da Salmonella
enterica sorovar Enteritidis para os érgaos linféides, bem como ndo estimulam a

proliferacdo de células linféides nos frangos de corte.
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CAPITULO 4 — CONSIDERACOES FINAIS

A avicultura industrial consolidou-se como uma fonte de proteina barata
para o0 homem. Nos ultimos anos, esta atividade tem alcancado excelentes
resultados na producédo de frangos de corte em decorréncia de varios fatores.
Entre eles, pode ser apontada a utilizacdo de antimicrobianos promotores de
crescimento na dieta de frangos de corte.

Os antibidticos agem interferindo no metabolismo das bactérias de
diferentes maneiras aumentando a capacidade de absorcdo. Com as possiveis
implicacbes em saude publica pelo uso potencial de incorporar residuos aos
produtos e produzir pressdo seletiva, favorecendo o aparecimento de
microrganismos resistentes, muitos aditivos tém sido utilizados para controlar
agentes nocivos aos processo de digestao e absorcao de nutrientes.

Neste estudo, utilizou-se aditivos fitogénicos como alternativa aos
antimicrobianos promotores de crescimento, na tentativa de controlar a
Salmonella enterica sorovar Enteritidis buscando melhoria sanitaria nos plantéis
avicolas e seguranca alimentar para o homem.

A partir do estudo realizado, constatou-se que os aditivos fitogénicos,
na concentracao utilizada, ndo controlaram os efeitos da Salmonella enterica
sorovar Enteritidis em frangos de corte como expresso nos dados de desempenho
e histomorfométricos do intestino, no entanto, ndo impediu a migracdo da
Salmonella para os 6rgédos linféides. Portanto, necessita-se de mais estudos para

elucidar a acao dos fitogénicos em aves com desafio sanitario.



