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Aditivos alternativos na alimentacao de frangos de corte.

Autora: Caroline Oliveira Mendes

Orientador: Dr. Ricardo Duarte Abreu

RESUMO: O trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da suplementacao
com diferentes aditivos compostos por uma combinacdo de O6leos essenciais
associados ao acido benzoico e probidticos como alternativas aos melhoradores de
desempenho em dieta para frangos de corte, sobre as caracteristicas de
desempenho (ganho de peso, consumo de racdo, conversdo alimentar e
mortalidade), morfometria intestinal e contagem bacteriana total das cepas de
Escherichia coli. Foram utilizados 1.632 pintos de corte machos da linhagem
Cobb500, de um dia de idade, num delineamento experimental inteiramente
casualizado, composto por 6 tratamentos e 8 repeticdes, com 34 aves por unidade
experimental. O periodo experimental de 41 dias foi subdividido em quatro fases de
avaliagdo: aos 7, 21, 35 e 41 dias. Os tratamentos utilizados foram: dieta basal sem
aditivos (controle negativo-CN); dieta basal suplementada com 6leos esseciais
(timol, eugenol e piperina) e acido benzoico (CPP); dieta basal com probidticos
(Enterococcus faecium, Bacilus subtilis e Bacilus licheniformis) (PRO), dieta basal
com CPP + PRO; dieta basal com Enramicina 8% (controle positivo —CP); dieta
basal com CP + CPP. Para as variaveis consumo de racao e mortalidade nao foram
observados efeitos dos tratamentos durante todo o periodo experimental. Para a
conversdo alimentar ndo encontrou-se efeito dos tratamentos no periodo de 1 a 41
dias de idade, porém, no periodo de 1 a 21 dias, os tratamentos CPP, CPP+PRO e
CP diferiram do CN. Para o ganho de peso observou-se diferenca no periodo de 1 a
21 dias de idade onde os tratamentos CPP e CP + CPP diferiram do CN, porém nao
diferiram dos outros tratamentos. Nao houve efeito da adicdo de qualquer dos
aditivos sobre a profundidade da cripta e area de absorcao no periodo de 1 a 41 dias
de idade, porém, o tratamento PRO obteve a menor altura da vilosidade em relagao
a todos os outros tratamentos. Para a variavel contagem bacteriana total (E.coli)
houve uma diminuicdo acentuada em todo periodo experimental, exceto para as
aves gue receberam a dieta com CP que obteve a maior contagem bacteriana. Na

coleta aos 27 dias o tratamento com CPP diferiu de todos os outros tratamentos. A



utilizacdo do CPP melhora o ganho de peso e a converséo alimentar de 1 a 21 dias
de idade, demonstrando assim sua eficacia.

Palavras-chave: acido organico, desempenho, microbiota intestinal, 6leo essencial,

probidtico



Alternatives additives in feeding broilers.

Author: Caroline Oliveira Mendes

Advisor: Dr. Ricardo Duarte Abreu

ABSTRACT: The study aimed to evaluate the effects of supplementation with
different additives with a combination of essential oils associated with benzoic acid
and probiotics as alternatives to diet on performance enhancers for broilers on
performance characteristics (weight gain, consumption feed, feed conversion and
mortality), intestinal morphology and total bacterial count of Escherichia coli. They
used 1,632 broiler chicks Cobb500 lineage, one day old, in a completely randomized
design, consisting of 6 treatments and 8 repetitions, with 34 birds each. The trial
period of 41 days was divided into four stages of evaluation: at 7, 21, 35 and 41
days. The treatments were: basal diet without additives (CN-negative control); basal
diet supplemented with esseciais oils (thymol, eugenol and piperine) and benzoic
acid (CPP); basal diet with probiotics (Enterococcus faecium, Bacillus subtilis and
Bacillus licheniformis) (PRO), basal diet with CPP + PRO; Basal diet with enramycin
8% (-CP positive control); basal diet with CP + CPP. For the feed intake and mortality
were observed effects of the treatments throughout the experimental period. To feed
conversion not met effect of treatments in the period 1-41 days old, however, from 1
to 21 days, the treatments CPP, CPP + PRO and CP differed from CN. For the
weight gain observed difference in the period 1-21 days of age where the CPP and
CP + CPP treatments differed from the CN, but not different from other treatments.
There was no effect of adding any of the additives on crypt depth and absorption
area in the period from 1 to 41 days of age, however, the PRO treatment showed the
lowest villus height in relation to all other treatments. For the variable total bacterial
count (E.coli) there was a marked decrease in all experimental period, except for the
birds fed the diet with CP who had the highest bacterial counts. In the collection to 27
days treatment with CPP differed from all other treatments. The use of CPP improved

weight gain and feed conversion from 1 to 21 days of age, demonstrating its efficacy.

Keywords: organic acid, performance, intestinal microbiota, essential oils, probiotics,



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA
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1 INTRODUCAO

A producdo de frango de corte no Brasil evoluiu de forma bastante
expressiva nesses Uultimos anos, com ganhos no mercado internacional. O
dinamismo da atividade avicola estd atrelado a intensificacdo da produtividade,
através da melhora das técnicas de manejo, inclusdo de rigorosos programas
sanitarios nos plantéis, precisdo na nutricdo e melhoramento genético aplicado.
Deste modo, segundo a UBABEF (2014), o Brasil, obteve maior inser¢cdo no
mercado internacional, apresentando-se como o maior exportador e terceiro maior
produtor mundial de carne de frango.

Entretanto a presséo por altos indices produtivos através do melhoramento
genético vem reduzindo a rusticidade dos frangos de corte. Essa menor
resisténcia sanitaria associada ao atual modelo de producdo animal intensivo,
cujas aves recém-nascidas nao tém contato prévio com uma microbiota natural,
resulta em obstaculo para avicultura moderna. A auséncia de contato com a
microbiota natural logo apds o nascimento pode afetar o desenvolvimento do trato
gastrointestinal e prejudicar o crescimento das aves. Assim, em condicOes
sanitarias desfavoraveis de campo, as aves ao chegarem as granjas ficam
susceptiveis a desafios por microrganismos patogénicos, desta forma o
desempenho produtivo pode ser afetado, principalmente por patologias entéricas
e respiratérias (NUNES, 2008).

Para contornar esses desafios da avicultura moderna, antimicrobianos
(antibidtico e quimioterapico) sao utilizados com o intuito de prevenir essas
enfermidades. Além da vacinagdo, nenhum outro avanco em sanidade foi mais
significativo que o desenvolvimento dos antibioticos. Estes avangos tecnoldgicos
modernos, empregados na produgdo animal, mudaram a industria e
proporcionaram grande eficiéncia aproducéo animal.

Na década de 50, pesquisadores descobriram que dosagens subclinicas de
antibiéticos nas racdes de aves intensificavam o crescimento interferindo

positivamente na eficiéncia de producdo (FULLER, 1989). O acumulo dessas



evidéncias resultou na inclusdo destes antibidticos e quimioterapico na racdo
como prética rotineira e com amplo sucesso nos atuais modelos de producéo.
Atualmente séo os principais aditivos de uso na alimentac&do animal, em particular
na dieta de aves, sendo responsaveis pela melhoria na produtividade animal e
principalmente nas fases iniciais de criagao.

Contudo, em 2006 a Unido Européia baniu o uso de antimicrobianos como
promotores de crescimento na producdo animal, embasada na alegacdo de que
as moléculas de alguns desses aditivos promotores de crescimento apresentam
semelhancas com os antibiéticos utilizados na terapéutica humana, o que poderia,
caso houvesse uso indiscriminado e continuo, induzir, por pressao seletiva, a
emergéncia de bactérias multirresistentes a essas drogas.

Sendo assim, intensificaram-se pesquisas de estratégias alternativas aos
antimicrobianos promotores de crescimento. As empresas da area de nutricdo
animal vém desenvolvendo, portanto, outros aditivos funcionais com o propadsito
de substitui-los, tais como: prebidticos, probidticos, acidos organicos e oleos
essenciais. A suplementacdo da nutricdo animal com aditivos alternativos como
probiético, Oleos essenciais e &acidos organicos sdo apenas exemplos de
estratégia em estudo no presente trabalho.

A forma como esses aditivos agem promovendo as modulacfes benéficas
da microbiota intestinal resultam em efeitos imunomodulatérios que permitem
reduzir o estresse imunolégico. Consequentemente, a mobilizacdo de nutrientes
para recompor as perdas das atividades nao relacionadas a producédo seria
reduzida. O resultado final € o melhor desempenho zootécnico com diminui¢ao
significativamente dos custos de producao (FERKET,2003).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes aditivos
como Oleos esséncias combinados ao acido benzdico e probioticos como
alternativas ao uso de antibioticos nas dietas para frangos de corte de 1 a 41 dias
de idade, sobre as caracteristicas de desempenho, morfometria intestinal e

contagem de células microbianas de cepas de Escherichia coli.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Sistema digestorio das aves

As aves nao mastigam o alimento na boca, no entanto, possuem um
diverticulo chamado de ingluvio ou papo que umidifica e amolece o alimento além
de um estdmago quimico que € responsavel pela digestdo quimica dos alimentos
(proventriculo) e o estbmago mecéanico (moela) que tritura o alimento. O bolo
alimentar nas aves passa por uma digestdo mecanica, através do estdmago
muscular ou moela, antes de seguir a digestdo intestinal. A moela é composta de
potentes musculos que desintegram as particulas do alimento, preparando o bolo
alimentar para a digestao intestinal (BERTECHINI, 2006).

O trato digestorio esta entre os tecidos que apresentam desenvolvimento
pés-eclosdo, pois 0s mecanismos indutores do desenvolvimento da mucosa do
trato gastrointestinal estdo na dependéncia de fatores intrinsecos e extrinsecos,
como os niveis de hormonios circulantes, caracteristicas fisicas e quimicas da
dieta e atualmente tém-se demonstrado que as funcdes absortivas e secretoras
estdo na dependéncia da interacdo entre nutrientes e expressao de genes
(MAIORKA et al., 2000).

Ao nascimento, o0 sistema digestivo dos pintos ja se encontra
anatomicamente completo, no entanto a capacidade funcional ainda estd muito
aguém da observada nas aves adultas (OVERTON e SHOUP, 1964). Segundo
Sklan (2005), apds o nascimento os enterécitos das aves passam de uma forma
arredondada e relativamente nao polar, para uma forma alongada e polar. A altura
e a area das vilosidades aumentam rapidamente, no entanto de forma
diferenciada em cada segmento do intestino, alcancando valores maximos apos

6-8 dias no duodeno e 10 dias no jejuno e no ileo.

Os componentes relacionados ao sistema digestivo apresentam
crescimento alométrico em relagdo a carcaga nas duas primeiras semanas de
vida, sendo o crescimento do pancreas e do intestino delgado quatro vezes maior

que o resto do corpo nos primeiros 23 dias de idade das aves (NITSAN et al.,
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1991).

O trato digestério sofre um processo de maturacdo na fase poés-eclosao
semelhante ao que ocorre com o0s sistemas termorregulador e imunoldgico
(FURLAN et al., 2004). As aves passam por um processo adaptativo muito
estressante, pois deixam de se alimentar com uma dieta endogena, rica em
lipideos e proteinas fornecidos pelo saco vitelino, para se alimentarem de uma
dieta exdgena composta por lipideos, proteinas e carboidratos complexos, sendo
estes de dificil metabolizagdo para o trato gastrointestinal das aves que ainda é

imaturo logo apos a eclosao (FURLAN et al., 2004).

Para melhor o entendimento dos processos de maturacdo, reparo e
manutencdo da mucosa intestinal frente a diferentes dietas ou lesdes induzidas
por agentes patogénicos e de como 0s agentes troficos podem interferir no
desenvolvimento e manutencao da qualidade intestinal, € necessario conhecer as
estruturas existentes, as funcdes desempenhadas por estas estruturas, bem
como a organizacdo que estas apresentam (BOLELI et al.,, 2002). A mucosa
intestinal é composta por projecdes denominadas vilos, que por sua vez Sao
compostos por trés tipos de células diferentes, os enterécitos, células caliciformes
e células enteroenddcrinas (MAIORKA, 2004).

Os enterécitos sdo células tipicamente colunares, que apresentam um
processo de maturacdo que acontece durante a migracdo da cripta para o apice
do vilo e sdo responsaveis pelo transporte trans-epitelial dos nutrientes a partir do
[imen (MAIORKA et al., 2000).

O transporte dos nutrientes a partir do lumen corresponde a entrada e
posterior saida dos nutrientes dos enterdcitos em direcdo aos vasos sanguineos,
processo que comumente €é denominado de absor¢cdo. As células
enteroendocrinas sao produtoras de substancias que participam na regulacdo da
digestado, absorcéo e utilizacdo dos nutrientes e controlam as funcgdes fisioldgicas.
Ja as células caliciformes sdo as responsaveis pela secrecdo de muco
glicoprotéico, este muco € responsavel por proteger o epitélio intestinal da acao
das enzimas digestivas e efeitos abrasivos da digesta. Devido a grande aderéncia
a superficie, 0 muco ndo € totalmente removido, mesmo durante a acdo das
vigorosas for¢cas mecanicas que ocorrem durante a digestdo (FRANZO, 2006). A

capacidade de digestdo e absor¢cdo € diretamente dependente do numero de
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enterdcitos e da altura e nimero de microvilos existentes (SOLCIA et al., 1978).
Segundo Maiorka et al. (2000), os microvilos como proje¢cdes da membrana
luminal do enterdcito creditam grande importancia a estas estruturas, que atuam

como amplificadores da area de absorcao de nutrientes.

A mucosa intestinal € a interface entre a ave e 0 meio externo e o bom
funcionamento das funcdes vitais exercidas por esta, depende de uma adequada
relacdo entre perda e proliferacdo celular, o balanco destes processos é
denominado turnover. O processo de perda é decorrente da espoliacdo e
extrusdo que ocorre na superficie do vilo, ja a proliferacdo celular ocorre pelas
divisbes mitdticas nas células-mée na regido da cripta. Quando um agente
estimulador promove uma resposta do intestino a favor de um dos processos,
ocorrem alteragbes na altura das vilosidades, prejudicando ou beneficiando o

desempenho do animal (TUCCI, 2003).

Furlan et al. (2004) ressaltam que ao longo do trato gastro intestinal a taxa
de turnover, bem como a densidade e o tamanho dos vilos ndo sdo os mesmos. O
duodeno possui as maiores alturas de vilo e taxa de renovacdo da mucosa, o que
se justifica pelo fato deste ser o principal sitio de digestdo e absorcdo de

nutrientes.

A integridade intestinal é essencial para que os processos de digestdo e
absorcdo sejam eficientes. A manutencdo da mucosa intestinal e a reducédo da
colonizacéo de bactérias patogénicas que sédo capazes de danificar a mucosa, por
causa de sua aderéncia e também pela producdo de compostos toxicos tais como
amonia, sdo importantes para garantir bom aproveitamento dos nutrientes.
(OLIVEIRA e MORAES, 2007).

2.2 Microbiota intestinal dos frangos de Corte

A microbiota natural do sistema digestério dos frangos de corte é bastante
complexa e de dificil definicAo. Essa microbiota € composta de muitas espécies,
que vivem em equilibrio entre si e com o hospedeiro e aproximadamente 10*2
microbios/g passam no trato gastrointestinal, que corresponde a um namero maior
que a quantidade total de célula de um organismo (KAWAZOE, 2009). A presenca
dessa biota intestinal normal, em equilibrio, é tdo necessaria quanto benéfica para

0 bem estar do animal, estabelecendo uma relagdo de mutualismo ou de
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cooperativismo ( BERCHIEIRI JUNIOR et al.,2009). Essa microbiota permanente
e transeunte € composta de inuUmeras espécies bacterianas, formando um
sistema complexo e dinamico, e pode-se encontrar de 200 a 400 espécies
diferentes de bactérias e 100 trilhdes de microrganismos, onde estes nao
possuem participacao direta no processo digestivo (FOX, 1988; LEEDLE, 2000).

Estima-se que 90% da microbiota seja composta por bactérias facultativas
(aerdbicas/anaerdbicas) e produtora de acido Ilactico (Lactobacillus spp,
Bifidobacterium spp) incluidas as bactérias exclusivamente aerGbias com o0s
Bacterioides spp, Fusobacterium spp e Eubacterium spp. Os 10% restantes dessa
flora sdo constituidas de bactérias consideradas nocivas ao hospedeiro, entre
estas, a Escherichia coli, Clostridium spp, Staphylococcus spp, Pseudomonas
spp, Blastomyces spp. O desequilibrio, em favor das bactérias indesejaveis,
resulta em infecgao intestinal severa, afetando diretamente o desempenho animal,
podendo levar a morte (LODDI, 2001).

A distribuicdo da populacdo bacteriana no trato gastrointestinal de aves
comerciais é qualitativa e quantitativamente grande. Apds a eclosdo, o trato
gastrointestinal € rapidamente colonizado e estende-se desde o inglivio até a
cloaca (MARCH, 1979). As bactérias que colonizam o trato gastrointestinal no
inicio tendem a persistir ao longo da vida da ave, passando a compor a microbiota
intestinal. Aproximadamente 85% dos organismos isolados do duodeno, jejuno,
ileo e ceco sdo gram-positivos. A maioria das bactérias do intestino delgado séo
anaerodbias facultativas, ao passo que as bactérias anaerdbias estritas incluem a
maior parte da microbiota, tanto do colon quanto do ceco (SALANITRO et al.,
1978; LANCINI, 1994).

No estado natural, o animal obtém a sua flora intestinal através do contato
com as bactérias da mée. Essa flora, uma vez estabilizada, auxilia o animal a
resistir a infeccbes bacterianas de campo, principalmente relacionadas a
infeccbes gastroentéricas e respiratérias. Entretanto, os frangos de corte
industriais sdo pouco resistentes a infec¢cdes de campo, pois o ovo fértil obtido da
ave matriz é eclodido em maquinas de incubacdo de grande controle sanitario,
nao havendo contato dos pintinhos com a galinha. Assim, o pinto recém-eclodido
adquire parcialmente sua microflora do ambiente do incubatério, enquanto que as
aves domésticas obtém as bactérias logo apdés o nascimento via bico, papo ou

excrementos das méaes (MEAD, 2000).
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Silva et al. (2009) enfatiza que a pouca diversidade da microflora intestinal
das aves recém-nascidas provenientes dos incubatérios, além de ser considerada
fator limitante no processo digestivo, também possibilita a colonizacéo intestinal
por patdgenos entéricos. Por isso, o fornecimento imediato de doses
subterapeuticas de antibidticos para pintos industriais favorece a formacao de
uma microbiota saudavel e equilibrada, sem acarretar perdas produtivas e
econbmicas na producédo de frango de corte. Segundo Silva (2000), a formacéao
dessa microbiota ocorre imediatamente ap0s o nascimento das aves e aumenta
durante as primeiras semanas de vida, até se tornar uma populacdo
predominantemente de bactérias anaerodbias.

Conforme as condicbes do ambiente, tipo e estrutura da racédo e fatores
fisiol6gicos e estressores, podem ocorrer uma variacdo da populacdo microbiana
ao longo do trato gastrointestinal. Dessa maneira, diferentes populacdes se
estabelecem, com uma sucessdo na qual alguns tipos prevalecem e outros
declinam de acordo com as variagbes acima citadas (MARUTA, 1993;
BERTECHINI, 2006).

As bactérias favoraveis ao hospedeiro podem ter seu crescimento
estimulado, quando séo inibidas as bactérias sensiveis aos antibidticos. As
bactérias patogénicas podem estar presentes no trato gastrointestinal, entretanto,
apenas quando ocorrem alteracbes, a exemplo de fatores de que causam
estresse no animal, a seu favor, estas podem se proliferar e atingir nimero
suficiente para produzir sintomas clinicos. Normalmente estas bactérias estdo em
nameros suficientes para reduzir o ganho de peso e eficiéncia alimentar (MARCH,
1979).

2.3 Aditivos destinados a alimentagc&o animal

Os aditivos alimentares podem ser definidos como todos os ingredientes
utilizados de forma intencional na alimentacdo sem a finalidade de nutrir, tendo
como proposito exclusivo, alterar as caracteristicas quimicas, biologicas, fisicas
ou sensoriais dos alimentos. Esta categoria ndo inclui contaminantes ou
substancias nutritivas que sejam adicionadas ao alimento para manter ou
melhorar suas propriedades nutricionais (BRASIL, 2004).

Os aditivos alimentares com fins zootécnicos no Brasil sdo definidos como

toda substancia utilizada para influir positivamente na melhoria do desempenho
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animal, sendo estes divididos em trés grupos funcionais: digestivos, substancias
que facilitam a digestdo dos alimentos ingeridos, atuando sobre as matérias-
primas destinadas a fabricacdo de produtos para alimentacdo animal,
equilibradores da flora do trato digestorio: micro-organismos que formam col6nias
ou outras substancias definidas quimicamente que tem um efeito positivo sobre a
flora do trato digestorio; e os melhoradores de desempenho, substancias
definidas quimicamente que melhoram os parametros de produtividade (BRASIL,
2004).

Entre os principais aditivos alimentares naturais, utilizados em substituicdo
aos antibidticos, destacam-se o0s equilibradores da microbiota do trato
gastrointestinal os probidticos, prébioticos, simbidticos, acidificantes e o0leos
essenciais, pois sdo substancias definidas quimicamente e que melhoram os
indices de produtividade dos animais, (GONZALES, 2006).

Um dos maiores desafios na producdo animal tem sido a busca por
alternativas para reduzir o uso dos antibidticos devido as crescentes pressdes
impostas por legislacdes de paises que importam produtos de origem animal que
proibem a inclusdo de antimicrobiano na dieta de frango. Com isso, a nutricdo
animal é bastante dinamica, sempre lancando méo de novas estratégias para
melhorar o aproveitamento dos nutrientes dietéticos, na tentativa de garantir o
maximo crescimento dos animais sem que haja acréscimos aos custos e sem
afetar a qualidade do produto final (JEAUROUND, 2002; ARAUJO, et al.,2007).

Soares (1996) concluiu que um promotor de crescimento ideal deve
proporcionar um aumento do desempenho das aves, apresentar um bom
custo/beneficio, ser atoxico, ndo alterar drasticamente a microflora intestinal, atuar
exclusivamente ao nivel intestinal, ndo estar envolvido em transferéncia de
resisténcia, ndo possuir resisténcia cruzada com outros antibidticos (em especial
os de uso na terapéutica humana), ndo deixar residuos na carcaca dos animais
apos sua retirada e ser biodegradavel.

Os melhoradores de desempenho interferem na secre¢do de enzimas e
sucos gastricos, exercendo uma influéncia significativa sobre a digestibilidade dos
nutrientes e podem promover alteragdes positivas sobre a histologia do epitélio
intestinal, como a reducéo da profundidade das criptas e aumento da altura das
vilosidades (BUTOLO, 1999).
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Nessa revisdo de literatura, aprofundaremos nos principais aditivos
utilizados nesse experimento como antibidticos, prébioticos, &cidos organicos e

6leos essenciais.

2.3.1 Antibioticos

Os antibioticos sdo metabdlitos naturais produzidos por fungos, com
capacidade de impedir o desenvolvimento bacteriano, modificando determinadas
propriedades do metabolismo da célula bacteriana (FERKET, 2003). O termo
quimioterapico foi introduzido no inicio do século XX, referindo-se a substancia
quimica definida (produzida por sintese laboratorial) que, introduzida no
organismo animal, age de maneira seletiva sobre 0 agente causador do processo
infeccioso, sem causar efeito nocivo sobre o hospedeiro (GORNIAK e SPINOSA,
2007).

Os primeiros relatos que comprovam os efeitos benéficos dos antibibticos
profilaticos datam de 1946, que confirmam um efeito positivo no crescimento de
frango de corte com o uso de estreptomicina (LANGHOUT, 2005).

Dentre os beneficios advindos do uso de aditivos antimicrobianos na
avicultura de corte destacam-se: aumento da produtividade, diminuicdo da
guantidade de alimento consumido pelos animais até o momento do abate,
melhoria da eficiéncia alimentar, bloqueio dos processos microbiolégicos ligados a
deterioracdo da racdo, prevencdo de doencas infecciosas ou parasitarias e,
dentre tantos outros efeitos de igual relevancia, diminuicdo da mortalidade
(ALBUQUERQUE, 2005).

Os antibioticos, quando usados em niveis subterapéuticos em racdes de
animais, proporcionam aumento no ganho de peso, melhora da converséo
alimentar e reducdo da mortalidade (IAFIGLIOLA et al., 2000).

No que diz respeito aos eventos nutricionais, Albuquerque (2005) destaca
que cada antimicrobiano tem seu proprio espectro de acdo, podendo produzir
alteracdes diferenciadas na composicdo e metabolismo da flora entérica.

Nos ultimos anos, com a intensificagdo dos sistemas de produgé&o animal,
0s animais sao criados em densidade cada vez mais elevadas, 0 que tem
aumentado o risco de disseminacdo de micro-organismos patogénicos, visto que
os sistemas de desinfeccdo das granjas ndo permitem a criagdo de animais em

ambientes isentos desse micro-organismos, desta forma o uso de aditivos, como
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0S antimicrobianos promotores de crescimento tornou-se quase uma
obrigatoriedade (SANTOS e TURNES,2005).

Na auséncia de bactérias gastrointestinais, devido a presenca de
antibioticos na dieta, a necessidade do recrutamento de células imunes para o
intestino estd reduzida e consequentemente o desempenho animal émelhorado
(ARAUJO et al., 2007).

A administracdo de antimicrobianos na avicultura é realizada, geralmente,
através da agua de bebida, porque as aves doentes podem parar de comer, mas,
frequentemente, continuam a consumir agua. Por outro lado, os antimicrobianos
promotores de crescimento sdo fornecidos na ragdo por apresentar maior
facilidade de manuseio (SINGER e HOFACRE, 2006).

O modo de acdo dos antibiéticos promotores de crescimento ndo esta
completamente claro, mas tém sido propostos inUmeros mecanismos para
explicar o efeito promotor de crescimento desses aditivos. De acordo com Lancini
(1994), os antibiéticos devem atuar impedindo o metabolismo bacteriano e
reduzindo a competicdo direta pelos nutrientes entre a bactéria e o hospedeiro.
Devem reduzir a producdo microbiana de metabdlitos toxicos, como as aminas,
amonia e endotoxinas, que podem afetar o epitélio e ainda impedir a digestao e
absorcado de nutrientes. Com isso, foi observado por Soares (1996), que ha uma
diminuicdo de células inflamatorias na parede intestinal e diminuicdo do grau de
descamacéao e renovacgao das vilosidades, tornando a parede mais lisa e delgada.

A prova que os antibidticos atuam provavelmente inibindo organismos
responsaveis por infeccbes subclinicas e reduzindo inflamagbes no epitélio
intestinal segundo Brock et al. (1994), tem sido demonstrado em ensaios animais
livres de patdégenos, os quais ndo apresentaram melhoria no desempenho ao
receberem ragbes com antibioticos. Além disso, a parede intestinal dos animais
normais € mais espessa do que o0s animais livres de germes, provavelmente
devido ao nivel de inflamacéo causado pela flora bacteriana.

As bactérias resistentes aos antibiéticos podem ser transmitidas ao ser
humano a partir do consumo de produtos de origem animal, entretanto, ndo se
pode determinar ainda os riscos dessa transmissdo para a saude publica. Entre
0S microrganismos potencialmente letais que podem ser transmitidos ao homem
estdo a Salmonella e a Escherichia coli (CONSEJO NACIONAL DE
INVESTIGACION, 1999).



17

Segundo Smith (1975), é possivel que residuo de antibiético em produtos
animais, para o consumo humano, possa produzir toxicidade, reacfes alérgicas
em pessoas previamente sensibilizadas, ou surgimento de cepas de bactérias
resistentes aos antibidticos.

Todavia, mais provavel que uma parcela significativa da resisténcia a
antibiéticos ocorra devido ao uso inadequado dos mesmos na medicina humana
(WHO, 1997). Existem dados limitados a respeito do impacto negativo significativo
na saude humana, com origem no uso de antibiéticos na producéo avicola e de
outros animais (ERPELDING, 1999).

Mesmo assim, para reduzir a probabilidade de resisténcia, a Unido
Européia proibiu o uso de antibiéticos como promotores de crescimento nos
animais destinados ao consumo humano, permitindo seu uso apenas para 0O
tratamento de enfermidades especificas. (RUTZ et al.,2001).

Segundo Bresslau (2009), os aditivos antimicrobianos autorizados para uso
em avicultura sdo avilamicina, bacitracina metileno disalicilato, bacitracina de
zinco, clorexidina, colistina, enramicina, eritromicina, espiramicina,
flavomicina/bambermicina, halquinol, lincomicina, tilosina e virginiamicina. Os
aditivos proibidos na alimentacdo animal e legislacdo correspondente sao
avoparcina (Oficio Circular DFPA n° 047/1998), penicilina, tetraciclina,
sulfanamidas sistémicas (Portaria n°® 193, 12/05/1998); arsenicais e antimoniais (
Portaria n° 31, 29/01/2002), clorafenicol e nitrofuranos ( Instrucdo Noramativa n°
09, 27/06/2003); hormdnios como aditivos alimentares em aves ( Instrucdo
Normativa n° 11, 24/11/2004); carbadox (Instrucdo Normativa n° 35, 14/11/2005),
violeta Genciana ( Instrucdo Normativa n° 34, 13/09/2007).

Com a retirada dos antibiéticos promotores de crescimento a principal
consequéncia clinica foi um aumento na incidéncia de enterite necrotica (tanto
subclinica quanto clinica). Essa medida ocasionou uma reducé&o nos indices de
desempenho das aves e aumentos nos custos de producdo. O aparecimento de
quadros clinicos envolvendo crescimento microbiano desordenado no intestino
aumentou, o que levou ao aumento da demanda de antibidticos para o tratamento
de animais enfermos. Porém os sistemas de produc¢do com bom nivel de saude,
rigido programa de biosseguridade e manejo, nutricdo, instalacbes e
equipamentos adequados, tem uma menor influéncia na queda de produgéo na

auséncia desses aditivos (ALLIX, 2010).
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Pesquisadores sensibilizados com o problema gerado pela utilizacdo dos
antibiéticos como melhoradores de desempenho em ragfes de frango de corte
vém procurando alternativas ao seu uso, utilizando aditivos naturais como
substituintes aos antibidticos, onde os mesmos vém promovendo resultados
positivos inibindo grandes danos produtivos e econémicos aos produtores (RUTZ
et al., 2006).

2.3.2 Probidticos

Segundo Fuller (1989), os probidticos sdo suplementos alimentares a base
de microrganismos vivos que afetam beneficamente o animal hospedeiro,
promovendo o balan¢co da microbiota intestinal.

Probidticos sédo cepas de microrganismos vivos, que atuam como
precursores na normalizacdo da microbiota do trato digestorio dos animais,
reduzindo o nimero dos microrganismos patogénicos (BRASIL, 2004).

Os probiodticos agem povoando a mucosa intestinal, incitando a imunidade,
fornecendo substancias antimicrobianas, e enzimas, promovendo a competicédo
com bactérias por nutrientes (KURTI, 2004; FLEMMING e FREITAS, 2005;
JUNQUEIRA e DUARTE, 2005; SAXELIN et al., 2005; SANTANA et al., 2011).

Ao se pesquisar alternativas para a substituicAo dos antibiéticos na
producdo animal, estudiosos centralizaram suas atencbes em um dos
mecanismos de defesa natural dos animais favorecendo a multiplicacdo de
microrganismo que produzam substancias antimicrobianas capazes de aderir-se a
mucosa intestinal e impedir a fixacdo de bactérias enteropatogénicas. Assim, 0s
probidticos passaram a ser uma alternativa eficaz de substituicdo os antibiéticos,
agindo como promotores de crescimento no tratamento de diarreias alimentares
e/ou bacterianas. (AHMAD, 2006).

Segundo Fuller (1989), um microrganismo tem que possuir certas
caracteristicas para poder ser considerado probiético, como ser produzido em
larga escala; permanecer viavel e estavel em condi¢des de estocagem; sobreviver
no trato gastro intestinal; ser capaz de aderir as células do intestino; ser atoxico e
nao patogénico para o hospedeiro.

Os microrganismos utilizados como probidticos séo Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei,

Lactobacillus faecium, bactérias gram-positivas produtoras de acido latico,
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habitantes naturais do trato gastrintestinal e que agem efetivamente como
probioticos, aderindo ao epitélio intestinal e colonizando o trato. Outros, como
Bacillus subtilis, Bacillus toyo e Bacillus bifidum s&o utilizados combinados,
isolados ou as vezes associados a leveduras, enzimas e outros agentes, com a
finalidade de auxiliar as bactérias produtoras de acido latico na sua colonizagéo
(MARUTA, 1993).

Dentre estes, os microrganismos mais utilizados sdo Bacillus subtilis
(classificado como transitério no trato gastrintestinal, pois ndo possui a
capacidade de se fixar ao epitélio intestinal, mas a de auxiliar na multiplicacao e
colonizacdo dos produtores de &cido latico); Lactobacillus acidophylus (bactéria
que produz acido latico a partir da fermentacdo de acgucares € anaerodbica
facultativa e é exigente nutricionalmente, necessitando para o seu crescimento
das vitaminas: niacina, riboflavina e acido félico); além do Enteroccoccus faecium
(microrganismo bastante agressivo e um pouco mais resistente a altas
temperaturas do que os Lactobacilus).

Segundo Santana et al. (2011), os mecanismos de acdo dos probidticos
nao estdo totalmente elucidados e compreendidos, porém sabe-se que a atuacao
esta relacionada a competicdo por sitios de ligacdo (exclusdo competitiva), ou
seja, as bactérias probidticas ocupam sitios de ligacdo na mucosa intestinal,
formando uma barreira fisica as bactérias patogénicas. Além deste mecanismo,
as bactérias probidticas competem por aminoacidos e acUcares, auxiliando a
inibicdo de bactérias enteropatogénicas.

Como o0 mecanismo de exclusdo competitiva ndo esta totalmente
esclarecido, entretanto varias pesquisas foram feitas e pode-se levantar algumas
formas de atuacdo dos probidticos (FOX, 1988; JIN et al., 1997):

a) No intestino, os microrganismos do probiotico realizardo uma rapida
metabolizacdo de substratos (agucares, vitaminas, aminoacidos,
proteinas), tornando-os indisponiveis aos patdgenos e, por
consequéncia, impedindo a proliferagédo destes (Figura 1).

b) Através da producédo do acido latico, provocam uma reducédo no pH
intestinal, tornando o meio improprio para a multiplicacdo dos agentes
patogénicos.

c) Secretam proteinas (bacteriocinas) que tém uma ac¢do inibitéria ou

destrutiva contra uma cepa especifica de bactéria.
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d) As bactérias produtoras de &cido latico podem estimular a producao de
anticorpos e a atividade fagocitica contra patdégenos no intestino e em
outros tecidos do corpo (Figura 2).

e) Bactérias benéficas aumentam a atividade enzimatica no trato
gastrintestinal.

f) Aumento da &rea de absorcédo do intestino delgado.

g) A interacdo destes mecanismos promove equilibrio da microbiota

intestinal, o que trara diversos beneficios ao animal (Figura 3).
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Figural- As bactérias patogénicas e ndo patogénicas geralmente competem por nutrientes. As nao
patogénicas tem maior poder de competicdo, colonizando melhor o intestino (FOX, 1998).
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Figura 2- As bactérias ndo patogénicas atuam como antigeno potencializando a resposta imunolégica no
hospedeiro. Os patdgenos sao repelidos pelos receptores das células epiteliais (FOX,1998).
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Figura 3- Efeitos das bactérias ndo patogénicas no trato intestinal (FOX,1998).



21

Tem sido relatado, também, que alguns probiéticos afetam a translocacéo
de bactérias patogénicas (passagem de microrganismos através de mucosas) a
partir do intestino, o que seria de grande importancia para evitar as infeccdes de
origem entérica, entre as quais por salmonelas (SANTOS e TURNES, 2005).

Pelicano et al. (2005) complementam dizendo que os probidticos também
atuam produzindo substéncias antimicrobianas, acidos organicos, absorvendo
toxinas produzidas por patdogenos e estimulando o sistema imune. Segundo
Furlan et al. (2004), o estimulo imunolégico ocorre pelo fato dos probiéticos
produzirem respostas imunes sistémicas, aumentado o namero e atividade de
células fagociticas do hospedeiro e ativacdo de macrofagos. O estimulo da
fagocitose pelos macréfagos é produzido pela absorcdo de antigenos sollveis ou
pela translocacdo de lactobacilos da parede intestinal para a corrente sanguinea
(REVOLLEDO, 2005).

Segundo Pelicano et al. (2005) observaram maior altura das vilosidades no
jejuno de frangos de corte aos 21 dias de idade, quando estes foram alimentados
com dietas contendo Bacillus subtilis em comparacdo com o tratamento controle,
onde ndo foi utilizada suplementacdo com nenhuma espécie de probidtico
demonstrando que a utilizacdo dos probiéticos pode ser benéfica para o
desenvolvimento de uma condicao favoravel em termos de epitélio intestinal.

A utilizagdo de probidticos como aditivos alimentares tem sido cada vez
mais pesquisada e empregada. Bertechini e Hossain (1993) relataram que a
utilizacdo do probidtico pode proporcionar maior ganho de peso, melhor
conversao alimentar e maior rendimento de carcacga.

Quando se pretende usar algum probidtico deve-se ter em mente que nem
todos o0s probidticos podem ser utilizados em determinados tipos de
processamento de racdo devido a pouca resisténcia que apresentam a altas
temperaturas (FERREIRA e KUSSUKAWA, 2008).

Outro fator que deve ser observado e assimilado é de que nem sempre 0S
probioticos apresentam resultados positivos em relacdo a ganho de peso e
conversédo alimentar das aves, isso se deve a diversas variantes, tais como:
sanidade das aves, tempo de desocupacdo do galpdo e nivel de contaminacgéo
ambiental. Aves alojadas em locais que se apresentam ha bastante tempo

desocupados tendem a apresentar resultados pouco significativos em relacéo a
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utilizacdo de probidticos, ocorrendo o mesmo para locais com baixo nivel de
contaminacdo ambiental. Além disso, alguns fatores como idade do animal, tipo
do probidtico, viabilidade dos microrganismos, condicdes de armazenamento,
condicbes de manejo e desafio sanitario podem afetar a eficacia dos probidticos
(SOUZA, 2010).

Sendo assim, pode-se considerar que a utilizacdo de probidticos na
alimentacdo de frangos de corte ndo pode ser vista como algo milagroso, mas
sim, como um aditivo que podera auxiliar em problemas de diversas naturezas
dentro do aviario, além de néo deixar residuos indesejaveis na carcaca da ave,

podendo ser utilizados na alimentacao dos frangos de corte.

2.3.3 Acidos Organicos

Acidos organicos sdo aqueles que apresentam atomos de carbono na sua
estrutura basica. Entre estes, 0 maior grupo € aquele que possui 0 grupo
funcional carboxila (COOH), o que confere a estes acidos a propriedade de serem
acidos fracos em meio aquoso (SNYDER, 2003).

Os acidos organicos sdo amplamente utilizados em animais monogastricos
para melhorar o desempenho através de uma modulacdo da microflora intestinal.
Os acidos organicos agem reduzindo o pH gastrico e intestinal, estimulando a
secrecdo pancreatica e ativando a pepsina, levando a um aumento na
digestibilidade proteica (MROZ et al., 2000). O acréscimo da secrecdo enzimatica
pelo pancreas em resposta a acidificacdo do trato gastrintestinal pode resultar no
aumento da digestibilidade (PARTANEN, 2001). Além da diminuicdo do pH, os
acidos diminuem a capacidade de aderéncia de bactérias com fimbria a parede
intestinal, melhorando o equilibrio da microbiota intestinal e a palatabilidade das
ragOes, alterando assim o metabolismo intermediario, fornecendo energia com
baixo incremento calorico (LANGHOUT, 2005; BERTECHINI, 2006; RIBEIRO,
2008).

Os acidos tinham a fungdo de conservantes, evitando a deterioracdo dos
alimentos e aumentando a vida util de ingredientes pereciveis. Atualmente, sado
utilizados para reduzir a contaminacao microbiana e a disseminacao de doencas
veiculadas por alimentos (RICKE, 2003).

De acordo com Dibner e Butin (2002), os acidos organicos associados com

atividade antimicrobiana sdo os acidos graxos de cadeia curta como (propidnico,
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aceético, benzoico, fumarico, férmico, latico e citrico) ou acidos graxos de cadeia
média (caprico, caproico e laurico) utilizados como aditivos na alimentacao
animal.

Langhout (2005) afirma que as bactérias possuem capacidade de absorver
facilmente os acidos organicos através da sua parede celular, porém em sua
forma néo dissociada, os acidos ndo conseguem atravessar a parede celular das
bactérias. A Unica forma de garantir que a dissociacdo aconteca no lumen
intestinal, segundo Gauthier (2002), é protegé-los no interior de uma matriz que
tenha a habilidade de atravessar a parte superior do trato gastrintestinal sem se
desnaturar. Ao penetrarem nas bactérias, dissociam-se, promovendo diminui¢cao
do pH interno e elevacéo do gasto de energia para eliminar o excesso de H*. O
acumulo de anions perturba, também, a fisiologia normal da célula ao interferir na
sintese de DNA, o que impede que a proteina ndo se replique (LIPPENS et al.,
2006). No entanto, Stratford et al. (2009) afirmam que nem todos os acidos
precisam reduzir o pH no citoplasma para exercer sua atividade antimicrobiana,
citando como exemplo o acido sorbico que ndo reduz o pH citoplasmatico em
concentragdes inibitérias minimas, mas lesa a membrana citoplasmaética, reduz a
sua integridade, aumenta a sua permeabilidade a prétons e leva o microrganismo
a morte.

Normalmente os acidos organicos de cadeia curta sao efetivos contra
microrganismos patogénicos (E. coli, Salmonella e Campylobacter), mas, os
resultados obtidos no campo com o seu uso tém sido variaveis, devido as suas
diferentes caracteristicas fisico-quimicas, diferencas no seu modo de acao,
condicdo ambiental, dose utilizada e a capacidade tampao dos ingredientes, que
influencia no pH do trato gastrintestinal e, por conseguinte, na heterogeneidade
da microbiota intestinal (DIBNER e BUTTIN, 2002; RICKE, 2003).

Segundo Faria et al. (2009), os &acidos organicos atuam inibindo o
desenvolvimento de fungos nas matérias-primas e racfes, diminuindo a
proliferacdo de enterobactérias no intestino e potencializando ganhos nutricionais
das racgdes.

Os acidos organicos também sao encontrados na forma de sais de soédio,
potassio ou calcio, 0 que € uma vantagem por possuirem odor menos acentuado

e apresentarem-se na forma sélida, facilitando a sua inclusdo na dieta, mas
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possuem menor influéncia sobre a reducdo do pH da dieta do que os &cidos
organicos (CANIBE et al., 2001).

Por apresentarem efeito inibidor sobre o desenvolvimento fungico e
bacteriano, o uso de acidos organicos e de seus sais em matérias-primas e em
racbes para aves tem crescido muito nos ultimos anos (TAKO, et al.,, 2004;
GUYNOT et al., 2005; VIOLA, 2006; NAMKUNG et al., 2011).

Langhout (2005) sugeriu uma associacdo entre acidos organicos e 6leos
essenciais, ja que os acidos organicos agem principalmente na dieta e parte
anterior do trato gastrointestinal e os 6leos essenciais sdo ativos na porcao
inferior do intestino delgado. Além desse efeito aditivo entre acidos orgéanicos e
Oleo essencial, foi sugerida também devido ao fato de que as enzimas digestivas
trabalham mais eficientemente em condi¢des acidas.

Viola e Vieira (2007), verificaram que a suplementacdo de misturas de
acidificantes em dietas para frangos de corte produziu beneficios similares aos
obtidos com o uso de antibiéticos promotores de crescimento em relacdo ao
desempenho zootécnico e a morfologia intestinal.

Recentemente, o acido benzoico foi identificado como um aditivo eficaz
para melhorar o desempenho de crescimento, a digestibilidade de nutrientes,
balanco de nitrogénio, bem como para reduzir as bactérias gram-negativas no
trato gastrointestinal de leitdes (KLUGE et al., 2010).

2.3.4 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais (OE) séo oleos volateis extraidos de produtos vegetais
obtidos por processo da destilacdo a vapor d’agua ou da atividade enzimatica
seguida de destilacdo a vapor d’agua. Eles abrangem toda uma gama de
componentes, como o0s terpendides, &lcoois, aldeidos, ésteres ciclicos,
etc.(TOLEDO et al., 2007).

Segundo a Resolucéo - RDC n°2, de 15 de janeiro de 2007—ANVISA, 6leos
essenciais sao produtos volateis de origem vegetal, obtidos por processo fisico
(destilac&o por arraste com vapor de agua, destilacao a pressao reduzida ou outro
método adequado). Podem ser encontrados isolados ou misturados entre si,
retificados, desterpenados ou concentrados. Entende-se por retificados, os
produtos que tenham sido submetidos a um processo de destilacado fracionada

para concentrar determinados componentes; por concentrados, os que tenham
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sido parcialmente desterpenados; por desterpenados, aqueles dos quais tenha
sido retirada a quase totalidade dos terpenos.

Diversos estudos relatam os efeitos antimicrobianos (MITSCH et al., 2004),
antioxidantes (RACANICCI et al.,, 2004; 2008) digestivos (KAMEL, 2000) dos
extratos vegetais, e aromatizantes (WEBER, et al., 2012) caracterizando-0s como
potenciais substitutos dos antibiéticos melhoradores do desempenho.

Os mecanismos pelos quais os 6leos essenciais melhoram o desempenho
dos animais ainda ndo estdo muito claros. Entretanto, acredita-se que estes
estimulam a secrecdo de enzimas enddgenas, facilitam a digestdo, estimulam a
circulacdo sanguinea, exercem propriedades antioxidantes, alteram a microflora
intestinal e ajudam na reducédo de infeccdes bacterianas e fangicas, reduzindo os
niveis de bactérias patogénicas, sendo assim podem melhorar o estado
imunoldgico (PEREIRA et al.,, 2006; GARCIA et al., 2007; JANG et al., 2007;
SANTURIO et al., 2007; BONATO et al., 2008). As a¢0es dos seus componentes
parecem que tem a capacidade de aumentar a permeabilidade da parede celular
do micrébio e/ou a desativacdo enzimatica das células.

Os efeitos positivos dos extratos vegetais na nutricdo animal estao
associados aos principios ativos, componentes quimicos presentes em todas as
partes das plantas ou em éareas especificas (KAMEL, 2000) que conferem as
plantas medicinais algumas atividades terapéuticas (Martins et al.2000). Segundo
Kamel (2000), os principios ativos sdo 0s componentes presentes em maior
quantidade na planta, porém pesquisas comprovam que 0S componentes
secundarios, presente em menores guantidades, atuam potencializando o efeito
do principio ativo.

Os extratos vegetais, usados como antimicrobianos fitoquimicos, tém
demonstrado efeito antimicrobiano in vitro, entretanto sua influéncia no
desempenho de aves ainda néo foi suficientemente documentada. De acordo com
Hernandez et al. (2004), extratos de compostos fendlicos com atividade
antimicrobiana e antifingica, podem controlar e limitar o crescimento e a
colonizacéo de bactérias patogénicas no intestino e melhorar a digestibilidade da
matéria seca, do amido e da proteina, dependendo da fase de criacéo.

Kassie (2009), ao adicionar Oleos extraidos do tomilho e canela em racdes
de frangos, observou melhores valores de ganho de peso e de converséo

alimentar aos 42 dias de idade. Também, Traesel et al. (2010), verificaram que
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frangos de corte alimentados com 6leos essenciais de orégano, salvia, alecrim e
extrato de pimenta (OLES) na dosagem de 100 mg/kg obtiveram peso final com
42 dias e ganho de peso similares aqueles observados em animais
suplementados com antibioticos promotores de crescimento, mas que a mistura
OLES pode ocasionar efeitos toxicos em frangos quando aplicada em altas
dosagens. Entretanto, Barreto et al. (2008), ao adicionar Oleos essenciais de
orégano, pimenta, cravo e canela em racdes de frangos de corte de 1 a 42 dias
de idade, ndo observaram efeito sobre o desempenho das aves.

Langhout (2000) acredita que a administracdo de combinagdo de dleos
essenciais de plantas na dieta dos animais proporcione melhores resultados de
desempenho em comparacao aos produtos utilizados isoladamente.

Os componentes dos 6leos essencial do orégano (carvacrol e o timol) tem
grande probabilidade de substituir os antibiéticos. O carvacrol é o mais ativo, pois
possui amplo espectro antibacteriano atuando em fungos, leveduras e bactérias
gram-negativas e gram-positivas (SUZUKI et al., 2008). Helander et al., 1998,
demonstrou que o carvacrol e timol exerceram o seu efeito antimicrobiano sobre
E. coli O157 e Salmonella typhimurium por desintegracdo da membrana das
bactérias.

Lee et al.,, (2003) relatou a digestibilidade dos nutrientes em relacdo a
composto timol, cinamaldeido, ou uma preparacdo comercial a base de timol,
eugenol e piperina onde demostrou aumentar a atividade da amilase na digesta
intestinal de frangos de corte. Com um extrato vegetal, composto de capsaicina,
cinamaldeido e carvacrol, Jamroz et al. (2005) observaram um aumento na
atividade da lipase no péancreas e na parede intestinal, o que melhorou a
conversao alimentar em frangos de corte. Da mesma forma, extratos de plantas a
partir de uma mistura de orégano, canela e pimenta ou de salvia, tomilho e
alecrim, melhoraram aparentemente todo o trato digestivo e a digestibilidade ileal
de nutrientes em frangos de corte (HERNANDEZ et al., 2004).

Para a producéo de aves comerciais, os efeitos antimicrobianos de OE,
também, sdo de interesse particular. Relatos de atividades in vitro de largo
espectro tém sido verificados para orégano (PREUSS et al., 2005), para extratos
de alecrim (SANTOYO et al., 2005), ou do 6xido de etileno a partir de crisantemo
(SHUNYING et al., 2005). Além disso, para os 6leos de orégano e tomilho foram

encontradas atividades contra cepas Escherichia coli e Salmonella de aves de
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capoeira e de suinos (PENALVER et al, 2005). Misturas especificas de
componentes de Oxido de etileno demonstraram controlar a colonizacdo e a
proliferacdo de Clostridium perfringens no intestino de aves, o que é esperado
para proteger contra a enterite necrética (MITSCH et al., 2004). Uma mistura de
capsaicina, cinamaldeido, e carvacrol reduziu a quantidade de E. coli intestinais,
C. perfringens e fungos e aumentou o numero de Lactobacillus spp. em frangos
(JAMROZ et al., 2005).

A associacao entre 0leos essenciais e 0s acidos organicos € sugerida por
Langhout (2005) j& que os &cidos organicos agem principalmente na dieta e parte
anterior do trato gastrointestinal e os 6leos essenciais sdo ativos na porcao
inferior do intestino delgado, além de que as enzimas digestivas trabalham mais
eficientemente em condi¢cBes acidas.

Diante da expectativa da proibicdo do uso de antibiéticos promotores de
crescimento nas racdes de frangos de corte e da busca efetiva por um aditivo
eficiente na reducdo dos microrganismos patogénicos para a melhoria do
desempenho zootécnico das aves, este trabalho foi desenvolvido para avaliar os
efeitos do probidtico composto por trés tipos de bactérias (Enterococus faecium,
Bacillus subtilis e Bacilus licheniformis,) e o éleo essencial composto por acido
benzoico (83%), timol (1,9%), eugenol (1%), benzilsalicilato (0,3%) e piperina
(0,1%) sobre o desempenho animal, morfometria intestinal de frangos de corte e
contagem de Escherichia coli. Esses Oleos essenciais sdo provenientes de
plantas como o tomilho (timol), cravo (eugenol) e a pimenta preta (piperina) com
capacidade de modular a microbiota intestinal e aumentar a producédo de enzimas
endogenas, o que pode refletir em melhoria da performance produtiva de frangos

de corte.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Setor de Avicultura do Centro de Ciéncias
Agrérias, Ambientais e Biolégicas da Universidade Federal do Reconcavo da
Bahia, no municipio de Cruz das Almas, no periodo de 21 de julho a 31 de agosto
de 2014.

Foram utilizados 1.632 pintos de corte machos Cobb 500, com um dia de
idade, distribuidas em um delineamento inteiramente casualizado com 6
tratamentos, 8 repeticdes e 34 aves por unidade experimental. As aves foram
pesadas, padronizadas e distribuidas em 48 boxes, cada um com comedouro
tubular e bebedouro pendular individual.

Diariamente, as temperaturas e as umidades relativas minimas e maximas
foram registradas, com auxilio de termohigrometro digital. Foram utilizadas
campanulas a gas, distribuidas uniformemente, e cortinas plasticas para manter a
temperatura adequada as necessidades das aves durante o periodo experimental.

O manejo das instalacfes, dos equipamentos e sanitario, adotados para a
criagdo, foi o recomendado no manual da linhagem comercial usada. As aves
receberam racdo e agua a vontade e foram vacinadas, no incubatério, contra as
doencas de Marek, Gumboro, Bronquite Infecciosa e Newcastle.

Com a finalidade de aumentar o desafio sanitario e testar a eficacia dos
tratamentos utilizados, as aves foram criadas em cama reutilizada, fornecida por
uma integradora da regido, os bebedouros foram lavados apenas trés vezes na
semana e a agua foi contaminada com material da cama segundo metodologia
descrita por Silva (2008).

As dietas experimentais foram formuladas a base de milho e farelo de soja,
para atender as exigéncias nutricionais das aves em cada fase de
desenvolvimento (1 a 7 dias, de 8 a 21, 22 a 34 e 35 a 41 dias de idade), de
acordo com as recomendagdes de Rostagno et al. (2011) (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicdo centesimal e niveis calculados de nutrientes das dietas
basais paraasfasesde 1 a7 ,de 8 a?2l,de 22a34 e 35 a4l dias

de idade

Ingredientes lav7 8a2l 22a34 35a4l
Milho 57,407 58,597 60,549 64,103
Farelo de soja 36,158 33,898 31,213 28,185
Oleo de soja 1,303 0,000 0,000 0,000
Oleo &cido de soja 0,000 3,054 4,525 4,688
Fosfato bicalcico 0,218 0,000 0,000 0,000
Farinha de carne e 0ssos 3,000 2,567 1,833 1,129
Calcario 0,427 0,534 0,603 0,629
Sal 0,486 0,467 0,451 0,446
Suplemento vitaminico® 0,050 0,050 0,040 0,040
Suplemento mineral?® 0,050 0,050 0,050 0,050
Cloreto de colina 60% 0,075 0,075 0,060 0,060
DL-Metionina 99% 0,388 0,332 0,311 0,288
L-Lisina HCL 78% 0,343 0,281 0,270 0,287
Anticoccidiano® 0,030 0,030 0,030 0,030
Antioxidante* 0,015 0,015 0,015 0,015
Material inerte 0,050 0,050 0,050 0,050
Valores calculados

Proteina bruta (%) 22,400 21,200 19,800 18,400
Calcio (%) 0,920 0,841 0,758 0,663
Fésforo disponivel (%) 0,470 0,401 0,354 0,309
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2960 3050 3150 3200
Lisina (%) 1,460 1,342 1,247 1,169
Metionina + Cistina (%) 1,051 0,966 0,910 0,853
Saédio (%) 0,220 0,210 0,200 0,195

1Suplemento vitaminico contendo: Vit. A, 27.000.000 UI; Vit. D3, 8.000.000 UI; Vit. E, 100 g; Vit. K3, 7.500
mg; Vit.B1, 6.600 mg; Vit.B2, 19 g; Vit.B6, 11 g; Vit.B12, 55 mg; Niacina, 150 g; Acido pantoténico, 35 g;

Acido folico, 5.500 mg; Biotina, 550 mg; Selénio, 900 mg; Excipiente g.s.p.,1000 g.

2Suplemento mineral com: Ferro, 100 g; Cobre, 12 g; Manganés, 140 g; Zinco, 140 g; lodo, 2,5 g; Excipiente

0.5.p.,1000g. *Monensina 40%. “Hidroxi-butil-tolueno.
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Nas dietas experimentais foram utilizados 3 tipos de aditivos: antibidtico
melhorador de desempenho (Enramicina 8%), na concentracdo de 125 ppm,
como controle positivo (CP), o probiético composto por cepas (Enterococus
faecium, Bacillus subtilis e Bacilus licheniformis) (Cylactin®- PRO), na
concentracdo de 18 ppm, e um produto comercial (Crina Poultry Plus®- CPP)
composto por acido benzoico (83%), timol (1,9%), eugenol (1%), benzilsalicilato
(0,3%) e piperina (0,1%), na concentracdo de 300 ppm, em substituicdo ao
material inerte das ragdes. Os tratamentos utilizados foram: dieta basal sem
aditivos (controle negativo-CN); dieta basal suplementada com 6éleos esseciais
(timol, eugenol e piperina) e acido benzoico (CPP); dieta basal com probioticos
(Enterococcus faecium, Bacilus subtilis e Bacilus licheniformis) (PRO), dieta basal
com CPP + PRO; dieta basal com Enramicina 8% (controle positivo —CP); dieta
basal com CP + CPP.

As variaveis ganho de peso, consumo de racdo e conversao alimentar
foram avaliadas para os periodos de 1 a 21, de 22 a 41 e de 1 a 41 dias de idade,
enquanto o indice de mortalidade foi determinado apenas no final do experimento,
aos 41 dias de idade.

As analises de morfometria intestinal foram realizadas aos 11, 27 e 41 dias
de idade. Para tal, uma ave, por unidade experimental, escolhida ao acaso entre
aquelas que apresentavam pesos médios do lote, foi eutanasiada por
deslocamento cervical, de acordo com a metodologia de Pelicano et al. (2003),
coletando-se, entdo, amostras de 2 cm do jejuno que foram fixadas em formalina
10%, em tampao fosfato 0,1M e PH 7,4, e enviadas ao Laboratorio de Histologia
do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural
de Pernambuco. Posteriormente, foram colocadas em alcool 70% para retirada do
fixador, desidratadas em série crescentes de alcoois, impregnadas e incluidas em
parafina.

Dos blocos, obteve-se cortes seriados, em microtomo semi-automatico
ajustado para 5um, que foram colocados em laminas de vidro e corados pela
técnica de hematoxilina eosina. Para realizacdo das analises histométricas, as
laminas foram observadas e fotografadas em um microscépio binocular de luz

LEICA ICC50 HD® acoplado a uma camera digital, este conectado a um
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computador contendo uma placa de captura de imagens (ATI) através do software
de captura Leica LAS EZ®(Leica Microsystems, Buffalo Grove, USA).

As andlises histométricas deram-se através de medicdes realizadas em
imagens digitais obtidas com objetiva de 10x. Foram mensuradas de cada animal:
10 alturas das vilosidades intestinais, 10 médias de larguras de vilosidades
(média aritmética entre as medidas proximal, média e distal da vilosidade em
relacdo a base das mesmas) e 10 distancias entre as vilosidades (mensuradas na
base das mesmas), seguindo recomendacfes de ALVARENGA et al. (2004).

A fotomicrografia foi analisada pelo programa do software Image J®®. A
calibracdo do programa foi realizada utilizando uma fotomicrografia no mesmo
aumento (4x) de uma régua micrométrica de 0,01 mm LEICA (50 mm —Referéncia
10310345), onde 156 pixels corresponderam a 100 micrémetros. Foi realizada o
calculo da area de absorcdo segundo a metodologia descrita por Kisielinski et al.
(2002).

Para analises microbioldgicas de Escherichia coli, foi eutanasiada uma ave
por unidade experimental, aos 11, 27 e 41 dias de idade. As aves foram
escolhidas, de forma aleatéria, entre as que apresentavam peso médio do lote e a
eutanasia foi feito por deslocamento cervical. O consumo foi estimulado
constantemente para evitar o esvaziamento do trato digestivo. Como amostras
para andlises microbiologicas, coletou-se intestinos inteiros de forma asséptica,
usando-se sempre luva de procedimento, que foram acondicionados em sacos
estéreis de uso Unico, lacrados, identificados e, em seguida, colocados em caixas
isotérmicas e transportados para o Laboratério de Sanidade Avicola da Bahia
(LASAB) para aplicacdo das analises.

O processamento das amostras, para analise microbiolégica de contagem
de E. coli, foi realizado obedecendo-se as regras de higiene e seguranca
laboratoriais, mediante o uso de luvas de procedimento, em fluxo laminar
horizontal, previamente esterilizado sob radiacao ultravioleta (UV) por 15 minutos,
e com toda vidraria e utensilios esterilizados em autoclave a 121°C, por 15
minutos.

Os intestinos foram fracionados em placas de petri estéreis, em seguida
pesou-se 1g e acondicionou-se em tubos de ensaio contendo agua peptonada
0,1% estéril. Entdo, realizou-se a diluicdo até10™®, o material foi plaqueado em

duplicata em meio EMB (Eosina Azul de Metileno) e incubado a 35°C por 24
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horas. ApGs este periodo, foi realizada a contagem das colbnias e o resultado foi
expresso em UFC/g (unidade formadora de colbnias/grama) de intestino. As
colbnias sugestivas de E. coli, ou seja, que apresentavam tamanho médio, bordos
regulares com brilho verde metalico caracteristico e centro escuro, foram
estocadas em agar nutriente e submetidas as provas bioguimicas de rotina:
oxidase, catalase, e InVIC (Indol, Vermelho de Metila, Voges Proskauer e citrato)
para confirmacao da espécie (adaptado de MERCK, 2000) .

Como procedimento estatistico, foram utilizados Modelos Lineares
Generalizados (GLM) para uma distribuicho normal com fungdo de
ligacdo identidade, quando constatada a normalidade dos dados para as
variaveis. Quando a normalidade nédo foi constatada utilizou-se GLM com
distribuicdo Gama e funcéo de ligacdo log. Para caracteristicas de desempenho e
morfometria intestinal foram utilizadas médias mudltiplas comparadas pelo
procedimento de Bonferroni e a contagem bacteriana total foi utilizada o teste de
media Tukey-HSD. Tanto para analise microbiolégica e morfometria intestinal
foram considerado um arranjo fatorial para 6 tratamentos e 3 idades. Todas as

variaveis estudadas foram adotadas o nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A temperatura manteve-se estavel durante toda a fase experimental,
proporcionando conforto térmico aos animais, nao interferindo no indice de
mortalidade e nem permitindo que houvesse refugagem de aves do lote,
proporcionando assim um desenvolvimento uniforme no plantel.

Os dados apresentados na Tabela 2 demonstram que os aditivos
alternativos usados na alimentacéo dos frangos de corte, de 1 a 41 dias de idade,
nao influenciaram o consumo de racao das aves nos trés intervalos estudados. O
mesmo foi verificado quanto ao indice de mortalidade no mesmo periodo.
Resultados similares foram descritos por Medeiros et al. (2009) que, ao avaliarem
0 uso do probidtico Bacillus subtilis como promotor de crescimento alternativo em
substituicdo aos antibiéticos associados colistina e avilamicina, ndo observaram
interferéncias sob o consumo de ragcéao e percentual de mortalidade dos frangos
de corte entre 0 a 42 dias de idade.

Quanto ao ganho de peso, no periodo de 1 a 21 dias de idade, apenas as
aves alimentadas com ragcbes com CPP e com a associagdo entre o CP e CPP
diferiram estatisticamente (p< 0,05) do CN. O mesmo néo foi observado para os
periodos de 22 a 41 e de 1 a 41 dias de idade. Estes resultados estdo de acordo
com os trabalhos realizados por Boemo et al. (2012) que, ao utilizarem dietas com
0S mesmos 0leos essenciais e 0 acido benzoico, avaliando o desempenho de
frangos de corte Cobb 500 no periodo de 1 a 21 dias de idade, observaram efeito
positivo sobre o ganho de peso quando comparado com dieta sem uso de
antibiético, mas ndo obtiveram diferenca em relacdo a dieta contendo o antibiético

avilamicina.
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Tabela 2. Ganho de peso, consumo de racdo, conversao alimentar e mortalidade nos intervalos de 1 a 21, 22 a41 e 1 a 41 dias
de idade, sob os diferentes tratamentos experimentais

Periodos Tratamentos experimentais P valor/ GLM
CN CPP PRO CPP+PRO CP CP+CPP

1 a 21 dias

Ganho de peso (g) 1190,51b 1234,33a 1210,01ab 1223,95ab 1228,99ab 1235,23a 0,006 *x

Consumo de ragéo (g) 1239,13 1207,34 1227,35 1222,72 1235,06 1248,25 0,327

Conversao alimentar 1,04c 0,97a 1,01bc 0,99ab 1,00ab 1,01bc 0,000 il

22 a 41 dias

Ganho de peso (g) 2074,23 2083,37 2007,56 2070,70 2078,20 2082,38 0,660

Consumo de ragéo (g) 3521,59 3519,41 3655,88 3640,18 3442,33 3553,35 0,156

Converséo alimentar (g/g) 1,69a 1,68a 1,82b 1,75ab 1,65a 1,71ab 0,001 *k

1 a 41 dias

Ganho de peso (g) 3247,44 3317,77 3217,58 3294,65 3307,20 3317,62 0,371

Consumo de racéo (g) 4740,73 4726,76 4883,23 4862,91 4677,39 4801,60 0,242

Converséo alimentar (g/g) 1,45ab 1,42a 1,51b 1,47ab 1,41a 1,45ab 0,001 *x

Mortalidade (%) 4,04 5,88 4,41 2,57 2,21 1,10 0,074

*Médias com letras diferentes na linha indicam diferencas entre os tratamentos (p< 0,05) segundo o teste de médiasBonferroni.

CN (controle negativo, sem aditivos); CPP - Crina Poultry Plus®: acido benzéico, timol, eugenol, piperina; PRO - Cylactin®: Enterococus faecium, Bacillus subtilis and
Bacilus licheniformis; CP (controle positivo): Enramicina 8%.
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Os mesmos autores verificaram que o tratamento com Avilamicina
associada aos Oleos essenciais e acido benzoico ndo apresentou resultados
diferentes daqueles obtidos quando foram utilizadas as dietas sem e com
antibiético isoladamente e nem em relagdo ao tratamento com timol, eugenol,
piperina associado ao acido benzoico, o que demonstra os beneficios que os
aditivos alternativos podem trazer, principalmente pela sensibilidade dos frangos
de corte na fase inicial, onde as aves podem ser acometidas por problemas
sanitarios causando prejuizos econdmicos. Esses resultados podem ser
explicados nesse trabalho devido as aves nessa fase serem mais sensiveis pois
nao sao ainda imunocompetentes, fazendo com o que o desafio nessa fase fosse
maior e evidenciasse a eficiéncia dos produtos utilizados.

Os frangos de corte, no periodo de 1 a 21 dias de idade, que receberam as
dietas dos tratamentos CPP, PRO + CPP e CP apresentaram conversao
alimentar que nao diferiram estatisticamente entre si, mas superiores quando
comparado com o CN. Esses resultados coincidem com o trabalho de Weber et al
(2012), que observaram que a suplementacdo de 300 mg/kg do CPP melhorou
significativamente a conversao alimentar em relagdo ao CN. O tratamento PRO e
a associacdo do CP+ CPP foram semelhantes, quando avaliados pelo teste de
médias multiplas de Bonferroni (P<0,05), aos obtidos no CN sem o uso do
antibiotico. Com isto os resultados demonstram a eficiéncia no uso dos aditivos
estudados, os quais compdem os tratamentos CPP, CPP + PRO e CP, o que
pode ser explicado pela possivel melhoria na qualidade intestinal evidenciada
pelo aumento da altura da vilosidade nesses tratamentos em relagdo ao
tratamento PRO.

Os tratamentos CN, CPP, CPP + PRO, CP e CP + CPP apresentaram
resultados de conversao alimentar dos frangos entre 22 a 41 dias de idade
semelhantes, enquanto o tratamento PRO promoveu converséo alimentar inferior
aos obtidos para os tratamentos CN, CPP e CP, mas semelhante aos dos
tramentos CPP + PRO e CP + CPP. Estes resultados sdo semelhantes aos
obtidos por Henrique et al. (1998), Loddi et al. (2002), Pedroso et al. ( 2002),
Corréa et al. ( 2003), Lima et al. ( 2003) e Pelicano et al. (2004), que nao
constataram efeito da adi¢cdo do probidtico sobre a converséo alimentar, quando
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trabalharam com frangos de corte no periodo de 1 a 41 dias de idade. A auséncia
de resultados benéficos com o uso dos prébioticos pode ser explicada, segundo
Loddi et al. (2002), pela possivel diferenca nas quantidades e nas caracteristicas
das cepas dos microorganismos utilizados, podendo assim serem utilizadas
quantidades superiores em pesquisas futuras para obtencao de outros resultados.

No periodo de 1 a 41 dias de idade, as aves que receberam as dietas
contendo os tratamentos CN, CPP, CPP + PRO, CP e CP+CPP tiveram
conversado alimentar semelhantes. Ja as aves que foram alimentadas com dietas
contendo apenas o PRO apresentaram conversdo alimentar inferior aos
tratamentos CPP e CP, mas similar ao desempenho das aves que receberam o0s
tratamentos CN, CPP + PRO e CP + CPP. A auséncia de desafio na criacdo e a
utilizacao de dietas com ingredientes de alta digestibilidade podem ter contribuido
para que as aves expressassem seu maximo potencial genético, tornando
indetectavel a melhora ocasionada pela inclusdo de qualquer dos aditivos.
Segundo Bertechini (2006), os aditivos melhoradores de desempenho
proporcionam melhores resultados em condicdbes de desafio sanitarios.

Os resultados de morfometria intestinal estdo apresentados na Tabela 3.
N&o foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos (p< 0,05)
para as variaveis profundidade da cripta e area de absor¢cdo ao serem avaliados
segundo o teste de médias mutiplas de Bonferroni, no entanto a variavel altura de
vilosidade apresentou um efeito positivo entre todos os tratamentos em relagéo ao
tratamento PRO, no qual esse ultimo obteve o pior resultado, o que pode explicar
através dessa analise o resultado inferior desse tratamento comparado aos outros
tratamentos na conversao alimentar pois 0 aumento da altura da vilosidade
sugere um aumento da é&rea de superficie capaz de maior absor¢cdo dos
nutrientes, apesar de nesse estudo ndo apresentar diferenca estatistica entre os
tratamentos na area de absorcdao, mas numericamente o tratamento PRO obteve
a menor area de absorcdo nesse estudo.Todos os tratamentos estudados com
excecao do tratamento PRO, obtiveram um efeito positivo com evolugéo da idade
de coleta em relacéo a altura da vilosidade, porém em relacdo & caractéristica da
area de absorcédo com a evolucéo da idade de coleta apenas o tratamento CPP +
CP obteve um efeito positivo em relagdo a todos os outros tratamentos. Esse
trabalho ndo corroboram com o trabalho de Awad, et al( 2009), que obtiveram
maior altura de vilosidade utilizando probiético ( Lactobacillus sp.) e simbidtico
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que apresentavam em sua composicdo uma combinacdo de Enterococcus
faecium e um prébidtico derivado da chicoria, além de uma substancia
imunomoduladora derivada da algas marinhas, porém a profunididade da cripta
duodenais permaneceram inalteradas no presente estudo corroborando com o
nosso trabalho.

Os resultados da contagem bacteriana de E. coli apresentados na Tabela 4
demonstram que na coleta com 11 dias de idade ndo houve efeito significativo
entre os tratamentos, porém aos 27 dias de idade o tratamento CPP resultou em
efeito positivo, reduzindo a contagem bacteriana, quando comparado aos demais
tratamentos, isso sugere que houve um efeito protetor contra a colonizacao por E.
coli em frangos de corte que receberam esta dieta. Isso pode ser explicado
segundo Lee et al. (2004), Fukayama et al. (2005), Santurio et al. (2007), Wang et
al. (2007), que afirmaram que os Oleos essenciais apresentam atividade
antimicrobiana.

Segundo Griggs e Jacob (2005), 6leos essenciais de tomilho, cravo, orégano
e pimenta podem ser usados para o controle de Clostridium perfringens na avicul-

tura.



Tabela 3. Altura da vilosidade, profundidade da cripta, area de absorcéo nas coletas aos 11, 27 e 41 dias de idade,
sob os diferentes tratamentos experimentais.

Variavel

Tratamentos Experimentais

CN CPP PRO CPP+PRO CP CP+CPP GLM Int
a

Altura da vilosidade( pum) 1124,43a 1106,4a 978,01b 1129,71 1071,64a  1072,95a ,013 ,,
Profundidade da cripta( pm) 625,88 658,17 518,06 593,21 574,11 631,60 ,059 NS

Area Absorcao( um?) 13,27 14,12 12,81 13,64 13,80 15,28 ,148 ,,

Interag&o CN CPP PRO CPP+PRO CP CP+CPP
11 dias 695,45a A 798,78aA  787,75aA 888,46aA 817,92aA  690,47aA ,000 ,000
27 dias 1065,7aA 1170,91abAB 1037,77aA 1113,12aAB 1077,08aAB 1139,07aB ,000 ,000
o , 1612,13aB 1349,5abB 1108,51bA 1387,56abB 1319,93abB 1389,3abB ,000 ,000
Altura da vilosidade (um) 41 dias

11 dias 9,27aA 12,28aA 10,12aA 12,2aA 11,36aA 9,83aA ,001 ,001
27 dias 14,88abA 14,82abA  14,79abA 13,19bA 14,53abA 21,15aB ,001 ,001
Area Absorcao( um2) 41 dias 15,65aA 15,25aA 13,53aA 15,53aA 15,5aA 14,87aAB ,001 ,001

" Médias com letras mindsculas diferentes na linha indicam diferencas entre os tratamentos e com letras mailsculas diferentes na coluna
indicam diferencas entre as idades (p< 0,05) segundo o teste de médias Bonferroni. GLM utilizando efeitos fixos para tratamento e aleatério
para idade sobre a AV, PC e AA.CN (controle negativo- sem antibiético); CPP- acido benzobico, timol, eugenol, piperina; PRO- Enterococus
faecium, Bacillus subtilis and Bacilus licheniformis; CP- controle positivo- Enramicina 10 ppm.
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Tabela 4. Variacdo da contagem bacteriana total (logCBT) em resposta adiferentes
tratamentos e idades de coletas

Idades Tratamentos experimentais P valor

CN CPP PRO CPP+PRO CP  CP+CPP
11 dias 7,102,4 6,312,,  7,188,a 6,667,a 7,065, 6,259,4
27 dias 5989, 4,760pas 6,097 5,443, 6,347,n 5,406,458 0,025
41dias 5333s8 5,805pa 5,121 5,452, 6,222,, 4,965,

*Médias com letras minasculas diferentes na linha indicam diferengas entre os tratamentos e com letras mailsculas
diferentes na coluna indicam diferencas entre as idades (p< 0,05) segundo o teste de médias Tukey-HSD. GLM
utilizando efeitos fixos para tratamento e aleatério para idade sobre a contagem de E. coli, na escala logaritmica.
CN (controle negativo, sem aditivos); CPP - Crina Poultry Plus®: &cido benzobico, timol, eugenol, piperina; PRO -
Cylactin®: Enterococus faecium, Bacillus subtilis and Bacilus licheniformis; CP (controle positivo): Enramicina 8%.

Mith et al. (2014) sugerem que o 6leo de orégano e o carvacrol tém o potencial para
mitigar os efeitos adversos causados pela expresséo de genes de viruléncia em EHEC (E.
Coli enterohemorragica) O157: H7, através da utilizacdo destas substancias como aditivos
antibacterianas naturais em alimentos como uma alternativa aos antibigticos. De acordo
com Flemming (2010) os 6leos essenciais quando associados aos &cidos organicos
causam injaria na membrana celular dos microorganismos, aumentando o gasto de
energia e limitando o crescimento e a multiplicacdo bacteriana. A associacdo entre 6leos
essenciais e 4acidos organicos € interessante, uma vez que apresentam acdes
complementares sobre as células bacterianas, enquanto os &cidos organicos agem
principalmente na dieta e na parte anterior do trato gastrointestinal, os 6leos essenciais
atuam na porc¢ao inferior do intestino delgado. Além disso, a combinacado entre eles pode
potencializar os seus efeitos no que se refere as a¢des antimicrobianas, ao aumentar a
permeabilidade da membrana bacteriana, reduzindo a multiplicacdo de bactérias Gram
positivas e Gram negativas. Complementarmente, podem promover maior estimulo a
secrecdo de enzimas digestivas e reduzir o desenvolvimento de fungos em ragbes
(LANGHOUT, 2005).

Rostagno et al. (2004), relataram que uma das explicacdes para auséncia de efeito
benéfico dos aditivos alternativos em experimentos com frango de corte pode ser a falta
de desafio, em decorréncia do pouco uso e da boa higiene das instalacées onde foram
realizados os experimentos, que evidentemente ndo sédo parecidas com as condi¢des
sanitarias normalmente encontradas nos aviarios comerciais. Portanto, ficou evidenciado
que condi¢des adequadas de praticas de manejo e sanitarias justificam a auséncia de
efeitos expressivos dos aditivos alternativos.
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Visualizamos, nas analises das amostras dos animais com 41 dias de idade, que
os tratamentos com PRO e CP+CPP foram os mais eficazes na redugdo da carga
microbiana de E. coli, entretanto os efeitos destes ndo foram estatisticamente diferentes
em relacdo ao CN, mas foram diferentes em relagdo ao CP. Trabalhos na literatura
demonstram que o0 espectro de acdo da enramicina apresenta uma potente acao
bactericida principalmente contra bactéria Gram positiva (SHERING-PLOUGH, 2011), o
gue pode explicar que nesse estudo o CP néo apresentou eficacia contra E. coli, por ser
uma bactéria Gram negativa.

De acordo com os resultados obtidos neste experimento em relacdo ao probidtico,
Jin et al. (2000) e Cao et al. (2013) verificaram o efeito protetor contra a colonizagc&o por
Escherichia coli em frango de corte que receberam proébiotico a base de Bacillus subtilis e
de E. Faecium respectivamente. Levkut et al. (2009, 2012) relataram que o E. faecium
reduziu a quantidade cecal de Salmonella em frangos desafiados. Da mesma forma,
outros grupos demonstraram que o0s probidticos, incluindo Lactobacillus acidophilus e E.
faecium, reduziram concentracfes de Campylobacter jejuni em frangos (MORISHITA et
al., 1997; WILLIS e REID, 2008; GHAREEB et al., 2012). Também, Cao et al. (2013)
demostraram que dietas suplementadas com E. faecium aumentavam as concentragoes
de Lactobacillus cecal, com 14 e 21 dias de idade, e de bifidobactérias cecal, com 21
dias, em frangos de corte desafiados.

Provavelmente, como os resultados deste trabalho sugerem, o uso de probidticos
possa aumentar a contagem de bactérias benéficas produtoras de &cido lactico e a
diminuicdo da carga bacteriana por E. coli.

Houve uma diminuicdo da contagem de Escherichia coli em relacéo a evolucdo da
idade de coleta para os tratamentos CN, PRO, CPP + PRO e o CP + CPP. Nos trés
primeiros tratamentos citados acima ja foi observado um efeito significativo entre a coleta
de 11 e 27 dias, sendo que o CPP na fase de coleta de 27 dias diferiu em relacédo a todos
0s outros tratamentos, inclusive em relacdo ao CN, isso pode sugerir que o uso desse
produto até essa fase de 27 dias pode ser benéfico no controle da E. coli, jA que essa
fase € um momento de maiores desafios entéricos em frango de corte. J& em relacdo ao
tratamento CP associado ao CPP s6 apresentou diferenca apos a coleta final de 41 dias.
Essa diminuicdo da contagem de E. coli com a evolugao da idade pode ser explicado, de
acordo com Friedman et al. (2003) e Montassier (2009), pelo fato de que aves jovens sao
imunologicamente imaturas e que com avancar da idade o sistema imune se torne mais
competente. O aparecimento e desenvolvimento do sistema imune depende estritamente

de estimulos antigénicos produzidos na mucosa intestinal, os quais ocorrerdo apos o
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nascimento, com a ingestao de alimentos e o estabelecimento da microbiota normal e dos

microorganismos patogénicos.
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5 CONCLUSAO

O uso do CPP melhora o ganho de peso e a conversao alimentar de 1 e 21 dias de
idade. Os tratamentos com PRO e com CP + CPP podem reduzir a colonizacédo

bacteriana por E. coli. O tratamento PRO obteve a menor altura de vilosidade.
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CAPITULO 2

DESEMPENHO, MORFOMETRIA E CONTAGEM BACTERIANA INTESTINAL DE
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RESUMO: Avaliou-se os efeitos da suplementagcdo com diferentes aditivos sobre as caracteristicas
de desempenho (ganho de peso, consumo de racdo, conversdo alimentar e mortalidade),
morfometria intestinal e contagem bacteriana total das cepas de Escherichia coli. Foram utilizados
1.632 pintos de corte machos da linhagem Cobb500, de um dia de idade, num delineamento
experimental inteiramente casualizado, composto por 6 tratamentos e 8 repeticdes, com 34 aves por
unidade experimental. O periodo experimental de 41 dias foi subdividido em quatro fases de
avaliagdo: aos 7, 21, 35 e 41 dias. A racdo experimental foi a base de milho e farelo de soja e
suplementada com probidtico- PRO (Enterococcus faecium, Bacilus subtilis e Bacilus
licheniformis) e 6leos essenciais (timol, eugenol e piperina) associados ao acido benzoico (CPP)
comparando com a Enramicina (EN). Para as variaveis consumo de ra¢do e mortalidade ndo foram
observados efeitos dos tratamentos durante todo o periodo experimental. Ndo houve efeito da
adicdo de qualquer dos aditivos sobre a profundidade da cripta e area de absor¢do no periodo de 1 a

41 dias de idade, porém, o tratamento PRO obteve a menor altura da vilosidade em relagédo a todos
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0s outros tratamentos. Para a varidvel contagem bacteriana total (E.coli), houve uma diminuicao
acentuada em todo periodo experimental, exceto para as aves que receberam a dieta com EN que
obteve a maior contagem bacteriana. Na coleta aos 27 dias o tratamento com CPP diferiu de todos
0s outros tratamentos. A utilizacdo do CPP melhora o ganho de peso e a conversdo alimentar de 1 a

21 dias de idade, demonstrando assim sua eficacia.

Palavras-chave: &cido organico, microbiota intestinal, 6leo essencial, probidtico

Performance, morphometry and intestinal bacterial count of broilers fed with different

enhancers alternative additives performance

Abstract: We evaluated the effects of supplementation with different additives on the performance
characteristics (weight gain, feed intake, feed conversion and mortality), intestinal morphology and
total bacterial count of Escherichia coli. They used 1,632 broiler chicks Cobb500 lineage, one day
old, in a completely randomized design, consisting of 6 treatments and 8 repetitions, with 34 birds
each. The trial period of 41 days was divided into four stages of evaluation: at 7, 21, 35 and 41
days. The experimental feed was abase corn and soybean meal and supplemented with probi6tico-
PRO (Enterococcus faecium, Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis) and essential oils (thymol,
eugenol and piperine) associated with benzoic acid (CPP) compared to the enramycin (EN). For the
feed intake and mortality were observed effects of the treatments throughout the experimental
period. There was no effect of adding any of the additives on crypt depth and absorption area in the
period from 1 to 41 days of age, however, the PRO treatment showed the lowest villus height in
relation to all other treatments. For the variable total bacterial count (E.coli) there was a marked
decrease in all experimental period, except for the birds fed the diet with EN that had the highest
bacterial counts. In the collection to 27 days treatment with CPP differed from all other treatments.
The use of CPP improved weight gain and feed conversion from 1 to 21 days of age, demonstrating

its efficacy.

Keywords: organic acid, intestinal microbiota, essential oils, probiotics
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INTRODUCAO
A busca por vias de substituicdo ao uso de antimicrobianos como promotores de crescimento nas
racdes de frangos de corte resultou das crescentes pressdes legislativas de paises que importam
produtos de origem animal, como a Comunidade Européia (Langhout, 2005). Assim, diversos
aditivos funcionais sdo produzidos por empresas da area de nutricdo animal para substitui-los, tais
como: prebioticos, probioticos, acidos organicos e 0leos essenciais (Jones e Ricke, 2003; Godoi et
al., 2008).
O uso dos probidticos na alimentacdo animal baseia-se na substituicdo da microbiota intestinal
normal. Um exemplo é o uso de Lactobacillus sp. para substituir Escherichia coli, o que melhora o
desempenho, salde e a digestdo dos alimentos, e aumenta a resisténcia a colonizacdo por agentes
patogénicos (Dale, 1992). Por outro lado, os beneficios de acidos como aditivos sdo: reduzir o pH
gastrico e intestinal, estimular a secrecdo e aumentar a atividade de enzimas pancreaticas, diminuir
a capacidade de aderéncia de bactérias com fimbria a parede intestinal, melhorar o equilibrio da
microbiota intestinal e a palatabilidade das races, e alterar o0 metabolismo intermediario, além de
fornecer energia com baixo incremento calérico (Langhout, 2005; Bertechini, 2006; Ribeiro, 2008).
Os efeitos positivos dos extratos vegetais na nutricdo animal devem-se aos seus principios ativos,
presentes em todas as partes ou em areas especificas das plantas (Kamel, 2000). Devido as suas
propriedades antimicrobianas, passaram a ser estudados, também, para uso na alimentacdo animal
(Martins et al., 2000; Lee et al., 2004; Fukayama et al., 2005; Santurio et al., 2007; Wang et al.,
2007).
A escassez de dados sobre os beneficios do uso de aditivos alternativos levou ao desenvolvimento
deste trabalho, estabelecendo-se a hipdtese de que tais aditivos, isoladamente ou associados, podem
proporcionar melhor desempenho, integridade intestinal e absorcéo, e que sdo eficazes no controle
da E. coli em frangos de corte. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do uso de diferentes
aditivos comerciais em dietas de frangos de corte de 1 a 41 dias de idade sobre o desempenho

zootécnico, morfometria e contagem bacteriana total de E. coli intestinal.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Setor de Avicultura do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e
Biologicas da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, no municipio de Cruz das Almas, no
periodo de 21 de julho a 31 de agosto de 2014. Foram utilizados 1.632 pintos de corte machos Cobb
500, com um dia de idade, distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado com 6
tratamentos, 8 repeticdes e 34 aves por unidade experimental. Estas foram pesadas, padronizadas e
distribuidas em 48 boxes, cada um com comedouro tubular e bebedouro pendular individual.
Diariamente, as temperaturas e umidades relativas minimas e maximas foram registradas com
auxilio de termohigrometro digital. Foram utilizadas campanulas a gas, distribuidas uniformemente,
e cortinas plasticas para manter a temperatura adequada as necessidades das aves durante o periodo
experimental. O manejo das instalac6es, dos equipamentos e sanitario, adotados para a criagéo, foi o
recomendado no manual da linhagem comercial usada. As aves receberam racdo e dgua a vontade e
foram vacinadas no incubatdrio contra as doencas de Marek, Gumboro, Bronquite Infecciosa e
Newcastle.

Com a finalidade de se aumentar o desafio sanitario e testar a eficacia dos tratamentos utilizados, as
aves foram criadas em cama reutilizada, os bebedouros foram lavados apenas trés vezes na semana
e a dgua foi contaminada com material da cama segundo metodologia descrita por Silva (2008).

As dietas experimentais foram formuladas a base de milho e farelo de soja, para atender as
exigéncias nutricionais das aves em cada fase de desenvolvimento (1a 7,8 a21,22a34e35a4l
dias de idade), conforme recomendagdes de Rostagno et al. (2011) (Tab. 1).

Foram usados 3 tipos de aditivos: antibidtico melhorador de desempenho Enramicina (EN) 8%, 125
ppm, probidtico composto por cepas (Enterococus faecium, Bacillus subtilis e Bacilus
licheniformis) (Cylactin® - PRO), 18 ppm, e um produto comercial (Crina Poultry Plus® - CPP)
composto por acido benzoico (83%), timol (1,9%), eugenol (1%), benzilsalicilato (0,3%) e piperina

(0,1%), 300 ppm, em substituicdo ao material inerte das racoes.
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Tabela 1. Composi¢do centesimal e niveis calculados de nutrientes das dietas basais para as fases de

la7,de8a2l,de?22a34 ede35a4l dias de idade

Ingredientes la7 8a2l 22234 35a4l1
Milho 57,407 58,597 60,549 64,103
Farelo de soja 36,158 33,898 31,213 28,185
Oleo de soja 1,303 0,000 0,000 0,000
Oleo 4cido de soja 0,000 3,054 4,525 4,688
Fosfato bicalcico 0,218 0,000 0,000 0,000
Farinha de carne e 0ssos 3,000 2,567 1,833 1,129
Calcario 0,427 0,534 0,603 0,629
Sal 0,486 0,467 0,451 0,446
Suplemento vitaminico® 0,050 0,050 0,040 0,040
Suplemento mineral® 0,050 0,050 0,050 0,050
Cloreto de colina 60% 0,075 0,075 0,060 0,060
DL-Metionina 99% 0,388 0,332 0,311 0,288
L-Lisina HCL 78% 0,343 0,281 0,270 0,287
Anticoccidiano® 0,030 0,030 0,030 0,030
Antioxidante® 0,015 0,015 0,015 0,015
Material inerte 0,050 0,050 0,050 0,050

Valores calculados

Proteina bruta (%) 22,400 21,200 19,800 18,400
Célcio (%) 0,920 0,841 0,758 0,663
Fasforo disponivel (%) 0,470 0,401 0,354 0,309
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2960 3050 3150 3200
Lisina (%) 1,460 1,342 1,247 1,169
Metionina + cistina (%) 1,051 0,966 0,910 0,853
Sadio (%) 0,220 0,210 0,200 0,195

ISuplemento vitaminico contendo: Vit. A, 27.000.000 UI; Vit. D3, 8.000.000 UI; Vit. E, 100 g; Vit. K3, 7.500 mg; Vit.B1, 6.600 mg;
Vit.B2, 19 g; Vit.B6, 11 g; Vit.B12, 55 mg; Niacina, 150 g; Acido pantoténico, 35 g; Acido félico, 5.500 mg; Biotina, 550 mg;
Selénio, 900 mg; Excipiente g.s.p.,1000 g.
2Suplemento mineral com: Ferro, 100 g; Cobre, 12 g; Manganés, 140 g; Zinco, 140 g; lodo, 2,5 g; Excipiente g.s.p.,1000g.
$Monensina 40%. “Hidroxi-butil-tolueno.



60

Os tratamentos utilizados foram: dieta basal sem aditivos (controle negativo - CN); dieta basal
suplementada com CPP; dieta basal suplementada com PRO; dieta basal com CPP + PRO; dieta
basal com EN e dieta basal com EN + CPP.

Varidveis ganho de peso, consumo de racao e conversao alimentar foram avaliadas para os periodos
de 1a 21, de 22 a4l e del a4l dias de idade, enquanto o indice de mortalidade foi determinado
apenas no final do experimento, aos 41 dias de idade. O procedimento de eutanasia dos animais
seguiu a diretrizes do CONCEA/CRMV. As anélises de morfometria intestinal foram realizadas aos
11, 27 e 41 dias de idade. Para tal, uma ave, por unidade experimental, escolhida ao acaso entre
aquelas que apresentavam pesos médios do lote, foi eutanasiada por deslocamento cervical, segundo
metodologia de Pelicano et al. (2003), colhendo-se, entdo, amostras de 2 cm do jejuno que foram
fixadas em formalina 10%, em tampdo fosfato 0,1M e PH 7,4, e enviadas ao Laboratério de
Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Posteriormente, foram colocadas em alcool 70% para retirada do fixador, desidratadas
em séries crescentes de alcoois, impregnadas e incluidas em parafina.

Dos blocos, obteve-se cortes seriados em micrétomo semi-automatico a 5um, que foram colocados
em ldminas de vidro e corados pela técnica de hematoxilina e eosina. Para realizacdo das anélises
histométricas, as laminas foram observadas e fotografadas em um microscopio binocular de luz
acoplado a uma camera digital, conectado a um computador contendo uma placa de captura de
imagens. As analises histometricas deram-se através de medicOes realizadas em imagens digitais
obtidas com objetiva de 10x. Foram mensuradas de cada animal: 10 alturas das vilosidades
intestinais, 10 médias de larguras de vilosidades (média aritmética entre as medidas proximal,
média e distal da vilosidade em relacdo a base das mesmas) e 10 distancias entre as vilosidades
(mensuradas na base das mesmas), seguindo recomendacdes de Alvarenga et al. (2004).

A fotomicrografia foi analisada pelo programa do software Image J®®. A calibragdo do programa
foi realizada utilizando uma fotomicrografia no mesmo aumento (4x) de uma régua micrométrica de

0,01 mm LEICA (50 mm -—Referéncia 10310345), onde 156 pixels corresponderam a 100
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micrémetros. Foi feito calculo da area de absor¢do segundo a metodologia descrita por Kisielinski
et al. (2002).

Para andlises microbioldgicas de Escherichia coli, apds estimulo constantemente do consumo, para
evitar o esvaziamento do trato digestivo, foi eutanasiada uma ave, por unidade experimental,
escolhida aleatoriamente entre as que apresentavam peso meédio do lote, aos 11, 27 e 41 dias de
idade atraves de deslocamento cervical. Os Intestinos inteiros foram colhidos assepticamente,
usando-se sempre luva de procedimento, acondicionados em sacos estéreis de uso unico, lacrados,
identificados e, em seguida, colocados em caixas isotérmicas e transportados para o Laboratério de
Sanidade Avicola da Bahia. O processamento das amostras foi realizado obedecendo-se as regras de
higiene e seguranca laboratoriais, mediante o uso de luvas de procedimento, em fluxo laminar
horizontal, previamente esterilizado sob radiacdo ultravioleta e com toda vidraria e utensilios
esterilizados em autoclave a 121°C, por 15 minutos.

Os intestinos foram fracionados em placas de petri estéreis, em seguida pesou-se 1g e
acondicionou-se em tubos de ensaio contendo agua peptonada 0,1% estéril. Entdo, realizou-se a
diluic&o até 10™, o material foi plaqueado em duplicata em meio EMB (Eosina Azul de Metileno) e
incubado a 35°C por 24 horas. Apds este periodo, fez-se contagem das coldnias e o resultado foi
expresso em UFC/g (unidade formadora de colonias/grama) de intestino. As colonias sugestivas de
E. Coli foram estocadas em agar nutriente e submetidas as provas bioquimicas de rotina: oxidase,
catalase, e InVIC (Indol, Vermelho de Metila, Voges Proskauer e citrato) para confirmacdo da
espécie (adaptado de MERCK, 2000).

Para analises estatisticas, foram utilizados Modelos Lineares Generalizados (GLM) para
distribuicdo normal com funcéo de ligacdo identidade, quando constatada a normalidade dos dados
para as variaveis. Quando a normalidade ndo foi constatada utilizou-se GLM com distribuicéo
Gama e funcdo de ligacdo log. Para caracteristicas de desempenho e morfometria intestinal foram
utilizadas medias multiplas comparadas pelo procedimento de Bonferroni e a contagem bacteriana

total foi utilizada o teste de media Tukey-HSD. Tanto para analise microbioldgica e morfometria
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intestinal foram considerado um arranjo fatorial para 6 tratamentos e 3 idades. Para todas as

variaveis estudadas foi adotado o nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A temperatura manteve-se estavel durante toda a fase experimental. Consequentemente houve
conforto térmico aos animais, sem interferéncia no indice de mortalidade e impedimento da
refugagem de aves do lote, 0 que proporcionou um desenvolvimento uniforme no plantel.

Os dados apresentados na Tabela 2 demonstram que os aditivos alternativos usados na alimentacao
dos frangos de corte de 1 a 41 dias de idade ndo influenciaram o consumo de racdo nos trés

intervalos estudados.

Tabela 2. Ganho de peso, consumo de racdo, conversao alimentar e mortalidade nos intervalos de 1

a2l,22a4lelad4ldias de idade, sob diferentes tratamentos experimentais

Periodos Tratamentos experimentais P valor/ GLM

CN CPP PRO CPP+PRO EN EN+CPP
1a21dias
Ganho de peso (g) 1190,51b 1234,33a 1210,01ab 1223,95ab 1228,99ab 1235,23a 0,006 ol
Consumo de ragéo (g) 1239,13 1207,34 1227,35 122272 1235,06 1248,25 0,327
Converséo alimentar 1,04c 0,97a 1,01bc 0,99ab 1,00ab 1,01bc 0,000 kx
22 a 41 dias
Ganho de peso (g) 2074,23 2083,37 2007,56 2070,70 2078,20 2082,38 0,660
Consumo de ragéo (g) 3521,59 3519,41 3655,88 3640,18 3442,33 3553,35 0,156
Conversdo alimentar (g/g) 1,69 1,68a 1,82b 1,75ab 1,65a 1,71ab 0,001 faled
1 a4l dias
Ganho de peso (g) 3247,44 3317,77 3217,58 3294,65 3307,20 3317,62 0,371
Consumo de ragéo (g) 4740,73 4726,76 4883,23 4862,91 4677,39 4801,60 0,242
Conversdo alimentar (g/g) 1,45ab 1,42a 1,51b 1,47ab 1,41a 1,45ab 0,001 faled
Mortalidade (%) 4,04 5,88 441 2,57 2,21 1,10 0,074

*Meédias com letras diferentes na linha indicam diferencas entre os tratamentos (p< 0,05) segundo o teste de médiasBonferroni.
CN (controle negativo, sem aditivos); CPP - Crina Poultry Plus®: acido benzéico, timol, eugenol, piperina; PRO - Cylactin®: Enterococus faecium,

Bacillus subtilis and Bacilus licheniformis; CP (controle positivo): Enramicina 8%.
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O mesmo foi verificado quanto ao indice de mortalidade no mesmo periodo. Resultados similares
foram descritos por Medeiros et al. (2009) ao avaliarem o uso do probidtico Bacillus subtilis como
promotor de crescimento alternativo em substituicdo aos antibidticos associados a colistina e
avilamicina na alimentagdo de frangos de corte entre 0 a 42 dias de idade.

Quanto ao ganho de peso, no periodo de 1 a 21 dias de idade, apenas as aves alimentadas com
racdes com CPP e com a associacdo entre o EN e CPP diferiram estatisticamente (p< 0,05) do CN.
O mesmo ndo foi observado para os periodos de 22 a 41 e de 1 a 41 dias de idade. Estes resultados
estdo de acordo com os trabalhos realizados por Boemo et al. (2012) que, ao utilizarem dietas com
0s mesmos 6leos essenciais e 0 &cido benzdico, avaliando o desempenho de frangos de corte Cobb
500 no periodo de 1 a 21 dias de idade, observaram efeito positivo sobre o ganho de peso quando
comparado com dieta sem uso de antibi6tico, mas ndo obtiveram diferenca em relacdo a dieta
contendo o antibidtico avilamicina.

Os mesmos autores verificaram que o tratamento com avilamicina associada aos leos essenciais e
acido benzoico ndo apresentou resultados diferentes daqueles obtidos quando foram utilizadas as
dietas sem e com antibidtico isoladamente e nem em relagdo ao tratamento com timol, eugenol,
piperina associado ao &cido benzoico, o que demonstra os beneficios que os aditivos alternativos
podem trazer, principalmente pela sensibilidade dos frangos de corte na fase inicial, onde as aves
podem ser acometidas por problemas sanitarios causando prejuizos econdmicos. Esses resultados
podem ser explicados nesse trabalho devido & ndo imunocompeténcia das aves nessa fase,
aumentando o desafio nessa fase e levando a evidenciagdo da eficiéncia dos produtos utilizados.

Os frangos de corte, no periodo de 1 a 21 dias de idade, que receberam as dietas dos tratamentos
CPP, PRO + CPP e EN apresentaram conversdo alimentar que ndo diferiram estatisticamente entre
si, mas superiores quando comparado ao CN. Esses resultados coincidem com o trabalho de Weber
et al (2012), que observaram que a suplementacdo de 300 mg/kg do CPP melhorou
significativamente a conversao alimentar em relacdo ao CN. O tratamento PRO e a associac¢do do

EN + CPP foram semelhantes, quando avaliados pelo teste de médias multiplas de Bonferroni
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(P<0,05), aos obtidos no CN sem o0 uso do antibi6tico. Assim os resultados demonstram a eficiéncia
no uso dos aditivos estudados, os quais compdem os tratamentos CPP, CPP + PRO e EN, explicado
pela possivel melhoria na qualidade intestinal evidenciada pelo aumento da altura da vilosidade
nesses tratamentos em relagdo ao tratamento PRO.

Os tratamentos CN, CPP, CPP + PRO, EN e EN + CPP apresentaram resultados de conversdo
alimentar dos frangos entre 22 a 41 dias de idade semelhantes, enquanto o tratamento PRO
promoveu conversdo alimentar inferior aos obtidos para os tratamentos CN, CPP e EN, mas
semelhante aos dos tramentos CPP + PRO e EN + CPP. Estes resultados s&o semelhantes aos
obtidos por Henrique et al. (1998), Loddi et al. (2002), Pedroso et al. (2002), Corréa et al. (2003),
Lima et al. ( 2003) e Pelicano et al. (2004), que ndo constataram efeito da adicdo do probidtico
sobre a conversdo alimentar, quando trabalharam com frangos de corte no periodo de 1 a 41 dias de
idade. A auséncia de resultados benéficos com o uso dos prébioticos pode ser explicada, segundo
Loddi et al. (2002), pela possivel diferenca nas quantidades e nas caracteristicas das cepas dos
microorganismos utilizados, podendo assim serem utilizadas quantidades superiores em pesquisas
futuras para obtencdo de outros resultados.

No periodo de 1 a 41 dias de idade, as aves que receberam as dietas contendo os tratamentos CN,
CPP, CPP + PRO, EN e EN + CPP tiveram conversdo alimentar semelhantes. J& as aves que foram
alimentadas com dietas contendo apenas o0 PRO apresentaram conversao alimentar inferior aos
tratamentos CPP e EN, mas similar ao desempenho das aves que receberam os tratamentos CN,
CPP + PRO e EN + CPP. A auséncia de desafio na criacdo e a utilizacdo de dietas com ingredientes
de alta digestibilidade podem ter contribuido para que as aves expressassem seu maximo potencial
genético, tornando indetectavel a melhora ocasionada pela inclusdo de qualquer dos aditivos.
Segundo Bertechini (2006), os aditivos melhoradores de desempenho proporcionam melhores
resultados em condicdes de desafio sanitarios.

Os resultados de morfometria intestinal estdo apresentados na Tabela 3. Nao foram observadas

diferencas significativas entre os tratamentos (p< 0,05) para as variaveis profundidade da cripta e
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area de absorgdo ao serem avaliados segundo o teste de médias mutiplas de Bonferroni, no entanto a
variavel altura de vilosidade apresentou um efeito positivo entre todos os tratamentos em relagéo ao
tratamento PRO, no qual esse Gltimo obteve o pior resultado, o que pode explicar através dessa
andlise o resultado inferior desse tratamento comparado aos outros tratamentos na conversdo
alimentar pois 0 aumento da altura da vilosidade sugere um aumento da area de superficie capaz de
maior absor¢do dos nutrientes, apesar de nesse estudo ndo apresentar diferenca estatistica entre os
tratamentos na area de absorcdo, mas nimericamente o tratamento PRO obteve a menor area de
absorcéo nesse estudo.

Todos os tratamentos estudados com excegéo do tratamento PRO, obtiveram um efeito positivo
com evolucdo da idade de coleta em relacdo a altura da vilosidade, porém em relacdo a
caractéristica da area de absor¢do com a evolucdo da idade de coleta apenas o tratamento CPP +
EN obteve um efeito positivo em relacdo a todos os outros tratamentos. Esse trabalho ndo
corroboram com o trabalho de Awad et al. (2009), que obtiveram maior altura de vilosidade
utilizando probi6tico (Lactobacillus sp.) e simbio6tico que apresentavam em sua composi¢cdo uma
combinacdo de Enterococcus faecium e um prébidtico derivado da chicéria, além de uma
substancia imunomoduladora derivada da algas marinhas, porém a profunididade da cripta

duodenais permaneceram inalteradas no presente estudo corroborando com o nosso trabalho.
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Tabela 3. Altura da vilosidade, profundidade da cripta, area de absorcdo nas coletas aos 11, 27 e 41 dias de idade, sob os diferentes

tratamentos experimentais

Variavel Tratamentos Experimentais
CN CPP PRO CPP+PRO EM EN+CPP GLM Int
Altura da vilosidade( pum) 1124,43a 1106,4a 978,01b 1129,71a 1071,64a 1072,95a 0,013 *x
Profundidade da cripta( pum) 625,88 658,17 518,06 593,21 574,11 631,6 0,059 NS
Area de absorgdo( um?) 13,27 14,12 12,81 13,64 13,8 15,28 0,148 *x
Interacéo Tratamentos Experimentais
Idade CN CPP PRO CPP+PRO EM EN+CPP GLM Int
Altura da vilosidade (pum) 11 dias 695,45a A 798,78aA 787,75aA 888,46aA 817,92aA 690,47aA 0 0
27 dias 1065,7aA 1170,91abAB 1037,77aA 1113,12aAB 1077,08aAB 1139,07aB 0 0
41 dias 1612,13aB 1349,5abB 1108,51bA 1387,56abB 1319,93abB 1389,3abB 0 0
Area de absorgdo( um?) 11 dias 9,27aA 12,28aA 10,12aA 12,2aA 11,36aA 9,83aA 0,001 0,001
27 dias 14,88abA 14,82abA 14,79abA 13,19bA 14,53abA 21,15aB 0,001 0,001
41 dias 15,65aA 15,25aA 13,53aA 15,53aA 15,5aA 14,87aAB 0,001 0,001

* Médias com letras minusculas diferentes na linha indicam diferencas entre os tratamentos e com letras maitsculas diferentes na coluna indicam diferencas entre idades (P<0,05) segundo o teste de médias
Bonferroni. GLM utilizando efeitos fixos para tratamento aleatério para idade sobre a AV, PC e AA. CN - Controle Negativo, sem aditivos; CPP - 4cido benzoico, timol, eugenol, piperina; PRO - Enterococus
faecium, Bacillus subtilis and Bacilus licheniformis; EN - enramicina 10 ppm.
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Os resultados da contagem bacteriana de E. coli apresentados na Tabela 4 demonstram
que na coleta com 11 dias de idade ndo houve efeito significativo entre os tratamentos,
porém aos 27 dias de idade o tratamento CPP resultou em efeito positivo, reduzindo a
contagem bacteriana, quando comparado aos demais tratamentos, isso sugere que houve
um efeito protetor contra a colonizacdo por E. coli em frangos de corte que receberam
esta dieta. 1sso pode ser explicado segundo Lee et al. (2004), Fukayama et al. (2005),
Santurio et al. (2007), Wang et al. (2007), que afirmaram que o0s Oleos essenciais

apresentam atividade antimicrobiana.

Tabela 4. Variacdo da contagem bacteriana total (logCBT) em resposta adiferentes

tratamentos e idades de coletas

Idades Tratamentos experimentais P valor
CN CPP PRO CPP+PRO EN EN+CPP

11 dias 7,102, 6,312, 7,188 6,667, 7,065, 6,259,

27 dias 5,989.5 4,760pa8 6,097 5 5,4435 6,347, 5,406,085 0,025

41dias 5,333u8 5,805:pA 5,121 5,452,458 6,222,n 4,965,

*Meédias com letras minusculas diferentes na linha indicam diferencas entre os tratamentos e com letras maidsculas
diferentes na coluna indicam diferengas entre as idades (p< 0,05) segundo o teste de médias Tukey-HSD. GLM
utilizando efeitos fixos para tratamento e aleatério para idade sobre a contagem de E. coli, na escala logaritmica.

CN (controle negativo, sem aditivos); CPP - Crina Poultry Plus®: acido benzdico, timol, eugenol, piperina; PRO -

Cylactin®: Enterococus faecium, Bacillus subtilis and Bacilus licheniformis; EN: Enramicina 8%.

Segundo Griggs e Jacob (2005), 6leos essenciais de tomilho, cravo, orégano e pimenta
podem ser usados para o controle de Clostridium perfringens na avicultura. Mith et al.
(2014) sugerem que o0 Gleo de orégano e o carvacrol tém o potencial para mitigar os
efeitos adversos causados pela expressdo de genes de viruléncia em EHEC (E. Coli

enterohemorragica) O157: H7, atraves da utilizacdo destas substancias como aditivos
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antibacterianas naturais em alimentos como uma alternativa aos antibidticos. De acordo
com Flemming (2010) os Oleos essenciais quando associados aos &cidos organicos
causam injuria na membrana celular dos microorganismos, aumentando o gasto de
energia e limitando o crescimento e a multiplicacdo bacteriana. A associacao entre 6leos
essenciais e acidos organicos € interessante, uma vez que apresentam acdes
complementares sobre as células bacterianas, enquanto os &cidos organicos agem
principalmente na dieta e na parte anterior do trato gastrointestinal, os 6leos essenciais
atuam na porcdo inferior do intestino delgado. Além disso, a combinacdo entre eles
pode potencializar os seus efeitos no que se refere as acBGes antimicrobianas, ao
aumentar a permeabilidade da membrana bacteriana, reduzindo a multiplicacdo de
bactérias Gram positivas e Gram negativas. Complementarmente, podem promover
maior estimulo a secrecdo de enzimas digestivas e reduzir o desenvolvimento de fungos
em ra¢fes (LANGHOUT, 2005).

Rostagno et al. (2004), relataram que uma das explicacbes para auséncia de efeito
benéfico dos aditivos alternativos em experimentos com frango de corte pode ser a falta
de desafio, em decorréncia do pouco uso e da boa higiene das instalacbes onde foram
realizados os experimentos, que evidentemente ndo sdo parecidas com as condigdes
sanitarias normalmente encontradas nos aviarios comerciais. Portanto, ficou
evidenciado que condigbes adequadas de praticas de manejo e sanitarias justificam a
auséncia de efeitos expressivos dos aditivos alternativos.

Visualizamos, nas andlises das amostras dos animais com 41 dias de idade, que o0s
tratamentos com PRO e EN + CPP foram os mais eficazes na redugdo da carga
microbiana de E. coli, entretanto os efeitos destes ndo foram estatisticamente diferentes

em relacdo ao CN, mas foram diferentes em relacdo ao EN. Trabalhos na literatura
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demonstram que o0 espectro de acdo da enramicina apresenta uma potente acdo
bactericida principalmente contra bactéria Gram positiva (Shering-Plough, 2011), o que
pode explicar que nesse estudo o EN nédo apresentou eficacia contra E. coli, por ser uma
bactéria Gram negativa.

De acordo com os resultados obtidos neste experimento em relagcdo ao probidtico, Jin et
al. (2000) e Cao et al. (2013) verificaram o efeito protetor contra a colonizacdo por
Escherichia coli em frango de corte que receberam prébiotico a base de Bacillus subtilis
e de E. Faecium respectivamente. Levkut et al. (2009, 2012) relataram que o E. faecium
reduziu a quantidade cecal de Salmonella em frangos desafiados. Da mesma forma,
outros grupos demonstraram que os probidticos, incluindo Lactobacillus acidophilus e
E. faecium, reduziram concentracdes de Campylobacter jejuni em frangos (Morishita et
al., 1997; Willis e Reid, 2008; Ghareeb et al., 2012). Também, Cao et al. (2013)
demostraram que dietas suplementadas com E. faecium aumentavam as concentragdes
de Lactobacillus cecal, com 14 e 21 dias de idade, e de bifidobactérias cecal, com 21
dias, em frangos de corte desafiados.

Provavelmente, como os resultados deste trabalho sugerem, o uso de probidticos possa
aumentar a contagem de bactérias benéficas produtoras de &cido lactico e a diminuicdo
da carga bacteriana por E. coli.

Houve uma diminuicdo da contagem de Escherichia coli em relacdo a evolucdo da
idade de coleta para os tratamentos CN, PRO, CPP + PRO e o EN + CPP. Nos trés
primeiros tratamentos citados acima ja foi observado um efeito significativo entre a
coleta de 11 e 27 dias, sendo que o CPP na fase de coleta de 27 dias diferiu em relacéo a
todos os outros tratamentos, inclusive em relagdo ao CN, isso pode sugerir que 0 uso

desse produto até essa fase de 27 dias pode ser benéefico no controle da E. coli, ja que
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essa fase € um momento de maiores desafios entéricos em frango de corte. Ja em
relacdo ao tratamento EN associado ao CPP so0 apresentou diferenca apés a coleta final
de 41 dias. Essa diminuic¢do da contagem de E. coli com a evolugdo da idade pode ser
explicado, de acordo com Friedman et al. (2003) e Montassier (2009), pelo fato de que
aves jovens sdo imunologicamente imaturas e que com avancar da idade o sistema
imune se torne mais competente. O aparecimento e desenvolvimento do sistema imune
depende estritamente de estimulos antigénicos produzidos na mucosa intestinal, que
ocorrerdo ap0s 0 nascimento, com a ingestdo de alimentos e o estabelecimento da

microbiota normal e dos microorganismos patogénicos.

CONCLUSAO

O uso do CPP, na alimentacdo de frangos de corte, melhora o ganho de peso e a
conversdo alimentar de frangos de corte, enquanto o CPP e PRO reduzem a colonizagéo

bacteriana por E. Coli no trato intestinal destes.
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