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RESUMO

Foi conduzido um experimento utilizando-se 630 pintos com um dia de idade com
o objetivo de avaliar os efeitos de acidos orgéanicos, frente a inoculagéo
experimental de Salmonella Typhimurium sobre a saude intestinal, desempenho,
bacteriologia de oOrgdos e funcdo hepatica. As aves foram distribuidas em
delineamento inteiramente ao acaso com seis tratamentos e sete repeticbes com
15 pintos cada. O desafio experimental com a bactéria ocorreu por duas vias de
administracdo: via inglavio, ao primeiro dia apos eclosdo, e via ragdo durante o
periodo de sete a 14 dias de idade. Estes grupos foram tratados ou ndo com
acidos organicos, definindo-se desta forma, um esquema fatorial de 3x2 (agente
versus acidos organicos). Os pintos dos tratamentos preconizados para
inoculac&o no primeiro dia de vida receberam via inglavio, a dose de 5,0 x 10°
/0,5mL unidades formadoras de colonias (UFC) de Salmonella Typhimurium. Os
tratamentos com contaminagao via racdo, receberam o desafio na dosagem de
5,0 x 10? UFC de Salmonella Typhimurium/ kg de rac&o. O teste de Tukey (5%) foi
utilizado para andlises das variaveis. Os grupos tratados com acidos organicos
apresentaram melhores de ganho de peso, peso médio e conversdo alimentar
(p<0,05) aos 14, 21 e de ganho de peso e peso médio (p<0,05) aos 28 dias de
idade. Os grupos inoculados com Salmonella Typhimurium apresentaram piores
indices de desempenho (p<0,05) aos sete, 14 e 28 dias. O peso do intestino
delgado foi maior (p<0,05) para os grupos inoculados quando comparado ao
grupo controle, entretanto com comprimento menor para 0 mesmo fragmento
intestinal. O tratamento inoculado via inglivio e tratado com &cidos organicos
apresentou menores valores (p<0,05) de unidades formadoras de col6nia/g de
Escherichia coli em excretas do que os grupos que foi comparado. O pH do
contetdo do contetudo cecal e do intestino delgado néo foi afetado (p>0,05) pela
adicdo de &cido, enquanto o pH do intestino delgado dos grupos inoculados foi
menor (p<0,05) quando comparado ao grupo controle negativo durante todo o
periodo experimental. Também foi verificado menor peso (p<0,05) de figado para
0S grupos controle negativo aos 21 e 28 dias. Os grupos tratados com &cido,
independente da via de administracdo com Salmonella Typhimurium, obtiveram
menores frequéncias de isolamento em todos os o6rgdos analisados. Foram
também observadas alteragbes (p<0,05) na bioquimica sérica hepatica e na
analise histopatolégica do figado pela atuacdo da Salmonella. Pode-se concluir
gue o acido utilizado na dosagem de 0,4% potencializou o desempenho, foi eficaz
no controle de Salmonella Typhimurium e n&o promoveu lesdes hepaticas,
quando da inoculacdo experimental de Salmonella Typhimurium &cido nalidixico
resistente.

Palavras-chave : aves, contaminagao, controle, conversao alimentar.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

O género Salmonella, por suas caracteristicas antigénicas, esta
agrupado em aproximadamente 2500 sorovares que sdo capazes de infectar, além
do homem, uma grande variedade de animais homeotérmicos ou heterotérmicos,
gue se identificam na cadeia epidemioldgica como doente portador e reservatorio
(POPOFF et al., 1998).

As salmonelas paratificas causam infec¢do principalmente em aves
jovens que poderdo se tornar adultas assintomaticas. Infec¢des por Salmonelas
em aves domeésticas séo relevantes em saude publica, por provocarem doencas
gastrintestinais em humanos, o que explica o crescente interesse pelo estudo das
salmoneloses aviarias (SESTI, 2001; DICKEL, 2004).

Além disso, o Ministério da Agricultura, através da Portaria de numero
193 de 19 de setembro de 1994 e também da Instrucdo Normativa nimero 70 de
de 06 de outubro de 2003, estabeleceu respectivamente, a legislagdo de controle
de Salmonella nas granjas avicolas, por meio do Programa Nacional de Sanidade
Avicola (PNSA) e do Programa de Reducgdo de Patdégenos em carcacas avicolas.
Esses programas visam disponibilizar, nos mercados interno e externo produtos
avicolas de qualidade e com controle sanitario contra patégenos especificos como
Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis (BRASIL, 1994; BRASIL, 2003).

Por esta razdo, a industria avicola brasileira tem adotado varios
critérios para o controle de salmonelas que incluem agdes no pré-abate. As acdes
prévias ao abate objetivam o controle de salmonelas nos plantéis de frangos, pois
tem como intuito a reducdo do numero de frangos portadores de Salmonella
entrando no matadouro (SILVA, 2005).

A introducéo de Salmonella na cadeia de producdo pode ocorrer em
diferentes estagios. Um lote contaminado, o ambiente e a racdo contaminada sé&o
considerados as trés maiores fontes de salmonelas de interesse comercial. Muitos
pesquisadores atribuem risco significativo de introducdo de Salmonella por meio
de alimentacdo das aves, sendo a maior exposicdo dos animais pela ragéo
contaminada (TESSARI et al., 2003).

Desta forma, é importante considerar que a contaminacdo da racao,

nos silos ou comedouros, pode ter um importante papel na propagac¢ao do ciclo



de contaminagao no lote (BERENDS et al., 1996). Por esta razdo, tém-se utilizado
produtos como &acidos organicos na racdo, com a finalidade de se prevenir e
controlar infec¢des por este patégeno.

Entretanto, a eficacia na acdo dos acidos organicos é dependente do
nivel de contaminacgdo das ra¢des, assim como do sorotipo envolvido, sendo que
estes fatores devem ser considerados para que haja seguranca na adocéo deste
tipo de tratamento (SILVA, 2006).

Os éacidos organicos e os antibiéticos tém sido utilizados como aditivos
de racdes animais para melhorar o desempenho das aves. A acidificacdo dos
alimentos tem potencial para controlar bactérias, como S. Typhimurium podendo
melhorar o crescimento e a eficiéncia alimentar, eliminando microrganismos que
competem por nutrientes.

Os resultados encontrados na literatura sdo dependentes da
concentracdo e combinacdes dos &cidos organicos empregados, bem como da
capacidade tampao dos ingredientes da ragédo utilizada. O principal efeito da
reducdo da microbiota se da no inglivio e cecos e devido as caracteristicas
anatomo-fisiolégicas das aves a estratégia de uso dos acidos organicos é
recomendada durante todo o periodo de producdo de frangos de corte
(BELLAVER & SCHEUERMANN, 2004).

DIBNER & BUTTIN (2002) afirmaram que os &cidos organicos tém
papel predominante na reducdo de microrganismos como Escherichia coli e
Salmonella sp., se administrados nas rac¢des, levando a consequente reducao de
infecgBes subclinicas nas aves. Também contribuem com o0 aumento da absorgéo
de nutrientes e acentuam as potencialidades do sistema digestivo e imunitario.

Os &cidos organicos sao classificados na categoria de aditivos
guimicos e alguns sdo empregados na alimentacdo animal. Contém uma ou mais
carboxilas (R-COOH) e séo acidos fracos de cadeia curta, possuindo entre 1 e 7
carbonos que produzem menor quantidade de prétons por molécula, ao se
dissociarem. Por estas caracteristicas, sdo apontados como agentes com
atividade antimicrobiana, no qual o pH do meio desempenha papel relevante
(DIBNER & BUTTIN, 2002).

Outros mecanismos de acdo sao sugeridos por EIDELSBURGER
(2001), que atribui & agdo dos acidos organicos: capacidade anibnica tamponante



com cations das dietas (Ca++, Mg++, Fe++, Cu++, Zn++), aumentando a
digestibilidade e retencdo desses elementos; utilizagcdo da energia do acidos
organicos no metabolismo; e também pela diminuicdo do pH na parte inicial do
sistema digestorio e consequentes efeitos sobre a producdo de pepsina e na
digestdo, bem como pela acdo bactericida e bacteriostatica na microbiota
(bactérias, fungos e leveduras) do sistema digestério. A acdo antimicrobiana
ocorre porque os acidos organicos organico diminuem a capacidade de aderéncia
da bactéria a parede intestinal.

Além das alteragcbes no pH intestinal, ativacdo das enzimas
proteoliticas, melhoria na producdo de sais biliares, os acidos organicos também
podem levar a uma modificagdo na microbiota gastrintestinal, resultando em maior
e melhor absor¢do de nutrientes e melhor funcionalidade do sistema digestério
(GARCIA et al., 2000).

Os é&cidos organicos podem também apresentar uma forte acéo
bacteriostatica. Sdo absorvidos pelas bactérias, alterando o DNA presente no
nacleo da célula e impedindo a multiplicacdo celular (LANGHOUT, 2000). VAN
DEN BROEK (2000) relatou que os acidos organicos podem ter um efeito direto
ou indireto sobre as bactérias. O efeito indireto € exercido por aqueles acidos
organicos que apenas reduzem o pH da porc¢éo inicial do TGlI, reduzindo, portanto
a populagdo bacteriana. O efeito direto é exercido pelos &cidos organicos, que
apresentam propriedades extras, além da reducdo do pH, podendo ser por uma
alteracdo no complexo enzimatico intracelular, destruindo a membrana celular e
interferindo na duplicagdo do DNA.

KRABBE (2001) destacou que o uso de &cidos organicos ja esta
largamente difundido, especialmente em dietas de pintos, sendo que existem
varios tipos utilizados em dietas animais, como o fumarico, férmico, propidnico,
acético e lactico. O autor ainda afirmou que os &cidos organicos, quando
aplicados na racgdo, promovem protecdo também ao alimento, impedindo o
desenvolvimento de microrganismos e formagé&o de toxinas.

E dificil tracar comparativos entre resultados de trabalhos com misturas
de &cidos, sem considerar suas diferencas. Beneficios desta ordem dependem
dos diferentes tipos de &acidos presentes nas misturas e de suas doses.

Entretanto, um ndmero crescente de trabalhos com uso de acidificantes vem



surgindo na literatura, o que permite comparacbes sobre o conceito do uso
desses produtos.

Apesar da grande variedade de trabalhos estudando a acdo dos acidos
organicos, de acordo com RICKE (2003), o uso adequado desses produtos requer
maior entendimento da capacidade e o modo de agcao deste produto sobre os
diferentes patégenos gastrintestinais.

Diante de tais consideracdes e da relevancia do controle de Salmonella
na avicultura, o presente trabalho objetivou avaliar a eficdcia de uma mistura de
acidos organicos (benzéico, fumarico e HMTBa) no controle de Salmonella
Typhimurium, abordando as variaveis de desempenho, saude intestinal e hepatica
das aves tratadas.
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CAPITULO 2 - Saude intestinal e desempenho de frangos de corte
inoculados com S almonella Typhimurium e tratados com
acidos organicos.

RESUMO: O experimento foi conduzido com 630 pintos de um dia de idade com o
objetivo de avaliar os efeitos de acidos organicos (acido benzéico, fuméarico e 2-
hidroxi-metiltio-butandico) frente a inoculagdo experimental de Salmonella
Typhimurium, sobre a saude intestinal e desempenho. As aves foram distribuidas
em delineamento inteiramente ao acaso com seis tratamentos e sete repeti¢coes
com 15 pintos cada. O desafio experimental com Salmonella Typhimurium
ocorreu por duas vias de administracdo: via ingluvio, ao primeiro dia apos
ecloséo, e via racdo durante o periodo de sete a 14 dias de idade de idade. Estes
grupos foram tratados com &cidos organicos, definindo-se desta forma, em
esquema fatorial de 3x2 (agente versus acidos). Os tratamentos dos pintos
inoculados com a bactéria no primeiro dia de vida receberam via inglivio a
quantidade de 5,0 x 10% 0,5mL unidades formadoras de colénias (UFC) de
Salmonella Typhimurium. Os tratamentos preconizados com contaminagao via
racdo, receberam a dosagem de 5,0 x 10> UFC de Salmonella Typhimurium/ kg
de racdo. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey (5%). Os grupos
tratados com acidos organicos apresentaram melhores valores (p<0,05) de ganho
de peso, peso médio e conversdo alimentar aos 14 e 21 dias e de ganho de peso
e peso médio (p<0,05) aos 28 dias de idade. O peso relativo do intestino delgado
foi maior (p<0,05) para os grupos inoculados com Salmonella Typhimurium
guando comparado ao grupo controle, entretanto com comprimento menor
(p<0,05). O tratamento inoculado via ingluvio e tratado com acidos apresentou
menores valores (p<0,05) para contagem de UFC/g para Escherichia coli. O pH
do conteudo do conteudo cecal e intestino delgado nédo foram afetados (p>0,05)
pela adicdo de acidos organicos, enquanto o pH do contetdo do intestino delgado
dos grupos inoculados foi menor (p<0,05) quando comparado ao grupo controle
durante todo o periodo experimental. Pode-se concluir que o acido benzaico,
fuméarico e 2-hidroxi-metiltio-butandico utilizado na dosagem de 0,4%
potencializou o desempenho quando da inoculacdo experimental de Salmonella
Typhimurium.

Palavras-chave : aves, contaminagdo, controle, conversdo alimentar,
salmonelose.



Intestinal health and performance of broilers inocu lated with Salmonella
Typhimurium nalidixic acid-resistant and treated wi th organic acids.

ABSTRACT: It was conducted an experiment with 630 day old experimentally
inoculated with Salmonella Typhimurium to evaluate the effects of organic acids
blend (benzoic acid, fumaric acid, and 2-hydroxi-metiltio-butanoic acid) on
intestinal health and performance. The birds were allotted in completely
randomized design with six treatments and seven replications with 15 chicks each.
The experimental challenge with Salmonella Typhimurium nalidixic acid-resistant,
occurred in two different routes of administration: in the crop in the first day after
hatch, and in the feed offered from seven to 14 days old. These groups were
treated with acid in a factorial arrangement 3x2 (agent versus acid). Chicks
inoculated with the bacteria in the first day of life received 5.0 x 10? / 0.5 mL of
colony forming units (CFU) of Salmonella Typhimurium in the crop. The feed
contaminated, were challenged in the concentration of 5.0 x 10° CFU of
Salmonella Typhimurium / kg feed. The Tukey test (5%) was used to analyse the
variables, and the groups treated with acid showed the best values for weight gain,
live weight and feed-to-gain ratio (p <0.05) at 14 and 21 days of age and weight
gain and live weight at 28 days of age. The small intestine relative weight was
higher (p <0.05) for groups inoculated when compared to the control group,
although showed less small intestine length. Treatment inoculated in the crop and
treated with acid had lower values (p <0.05) for CFU counting of E.coli. The pH of
the contents of TGl was not affected by the addition of the organic acid, while the
pH of the small intestine of inoculated groups was lower (p <0.05) compared to the
control group throughout the trial period. It is possible to conclude that the acid
used in the dosage of 0.4% improved performance when the Salmonella
Typhimurium nalidixic acid resistant was experimentally inoculated.

Keywords: birds, contamination, control, feed conversion, salmonelosis.



INTRODUCAO

Nos ultimos anos as infec¢des paratificas tém sido priorizadas como de
alto risco para a producéo avicola nacional. Muito deste destaque se relaciona a
importancia, em saude publica, atribuida a Salmonella enterica subsp. enterica
sorovar Typhimurium presente nas aves.

O controle da Salmonella Typhimurim é essencial, pois esta pode
ocasionar restricbes ao comércio dos produtos avicolas pelas implicacbes em
saude publica e ainda provocar grandes prejuizos financeiros devido a
mortalidade que pode ocorrer durante as primeiras semanas de idade das aves,
ao custo com medicacdo, a baixa qualidade dos pintos e ao custo com medidas
de erradicacéo e controle (HAFEZ, 2005).

Um dos fatores atribuidos a Salmonella esta relacionado aos prejuizos
a saude intestinal. E assim como o género Salmonella, sorotipos patogénicos de
E. coli podem causar distirbios em aves. Esses sorotipos aderem ao epitélio
intestinal, produzindo enterotoxinas que ocasionam mudancgas do fluxo de agua e
eletrdlitos no intestino delgado, resultando em diarréia (ASSIS & SANTOS, 2001).
Também podem determinar uma sindrome complexa caracterizada por lesdes em
multiplos 6rgdos determinando: septicemia, perihepatite, pericardite, celulite,
problemas respiratérios severos e entéricos (LAMARCHE et al., 2005).

Para promover a melhoria na saude intestinal e controlar patégenos, os
acidos organicos tém sido estudados como um constituinte da dieta animal
alternativo aos antibidticos promotores de crescimento. As hipdteses que
sustentam o uso dos acidos organicos se relacionam principalmente como
potencializador, aumentando a disponibilidade de nutrientes e inibicdo da
proliferacdo de enterobactérias no sistema digestorio das aves (PENZ et al.,
1993).

Uma hipotese atribuida a agdo dos acidos organicos é o raciocinio de
gue o pH do meio em que se encontram 0s microrganismos é um fato importante
para o controle de crescimento dos mesmos. Contudo tem sido discutido que o
fator mais importante na inibicdo do crescimento microbiano ocorre através da

forma ndo dissociada dos &cidos organicos. Esta forma parece ter maior
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capacidade de penetragcdo de membranas plasméticas por ser molécula de
pequeno tamanho e ainda ser hidrofébica (RODRIGUEZ, 2000).

GAUTHIER (2002) acrescentou que com a dissociacdo dos acidos,
forma-se um anion que é altamente polar e, portanto ndo atravessa facilmente a
membrana plasmatica dos microrganismos. Enquanto a forma nado dissociada
pode atravessar a membrana plasmatica e no interior da bactéria, o acido pode
dissociar-se e afetar diretamente o pH intracelular de certos microrganismos.

Um importante tipo de &cido organico € o fumarico. Ele possui a
caracteristica quimica diferenciada, por ser um po, o que facilita sua utilizago. E
um bom bactericida, contudo necessita de elevadas dosagens para ser efetivo
(POPHAL & OETTING, s.d.). RUNHO et al. (1997), observaram que a medida que
aumentaram o nivel de acido fumérico foi observada melhoria na converséo
alimentar de aves durante o periodo de um a 45 dias de idade. Também
RAFACZ-LIVINGSTON et al. (2005) afirmaram que suplementa¢des com &cido
fumarico melhoram o ganho de peso e a conversdo alimentar de frangos de corte.

Assim como o acido fumarico, o &cido benzdéico é um antimicrobiano
bastante efetivo, com efeitos muitos positivos a partir da racdo. E um acido que
pode atuar na reducdo da Salmonella na racdo, gracas a suas caracteristicas de
difusdo (POPHAL & OETTING, s.d.).

Outro importante acido orgéanico é o 2-hidréxi-metiltio-butandico
(HMTBa), uma molécula ativa do suplemento alimentar, que além de ser um
precursor de metionina, é também um &cido orgéanico. Este composto é o Unico
acido organico conhecido que possui enxofre e que é utlizado como fonte
precursora de metionina pelos animais. Sua capacidade antimicrobiana se
equipara aquela do acido formico, no que tange a elevada capacidade
antimicrobiana, sendo também considerado um acido potente na reducdo de pH
do TGl (POPHAL & OETTING, s.d.).

Desta forma a inibicdo da proliferacdo de bactérias e de outros
microrganismos patogénicos ou nocivos, conferida aos acidificantes pode ter
influéncia positiva no ganho produtivo. Ao mesmo tempo € dificil prever as
completas interacbes que pode haver entre os acidos organicos e outros

componentes alimentares, assim como a influéncia destes no metabolismo do
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animal e na microbiota sapréfita, sendo por esta razdo necessarios estudos para
avaliar a real atuacéo destes produtos (RODRIGUEZ, 2000).

Diante da necessidade do controle de patégenos como E. coli e
Salmonella Typhimurium o presente estudo foi elaborado e desenvolvido, com o
intuito de verificar a acdo de uma mistura de Aacidos organicos até entdo nao
testada em aves sobre os pardmetros de desempenho e sobre a saude intestinal

em frangos inoculados com Salmonella Typhimurium



12

MATERIAL E METODOS

Aves e Instalagbes

O experimento foi realizado durante o periodo de janeiro a fevereiro de
2008 e desenvolvido no Nucleo Experimental de Doengas de Aves e no
Laboratério de Bacteriologia da Escola de Veterinaria da UFG.

Manejo Experimental

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado
e em esquema fatorial 3x2 avaliando os agentes inoculados (solugcédo salina a
0,85%, S. Typhimurium via inglivio ou racdo) e uso de &cidos organicos - 4
kg/Tonelada (com e sem). Totalizando seis tratamentos, com sete repeticoes e 15
aves por unidade experimental. Foram utilizados 630 pintos de um dia distribuidos
conforme mostrado no Quadro 1 e alojadas por 28 dias.

Quadro 1 - Delineamento experimental detalhando os seis tratamentos.

TRATAMENTOS | Desafio S. Typhimurium Acidos N°de aves
organicos
Tl Sim (1°dia de idade) - Via inglavio Sim 105
T2 Sim (1°dia de idade) - Via inglavio Nao 105
T3 Sim (7%14° dia de idade) - Racao Sim 105
T4 Sim (7%14° dia de idade) - Racao N&o 105
T5 N&o - Solugao salina a 0,85% Sim 105
T6 N&o - Solugao salina a 0,85% N&o 105

O in6culo foi preparado com Salmonella Typhimurium isolada de
amostras oriundas de frangos de corte cedida por REZENDE (2002). Para
obtencdo do in6culo a cepa foi repicada em agar verde brilhante e incubada a
37C, por 18-20h. Por passagens sucessivas em meios de cultura, a cepa se
tornou acido nalidixico resistente. Em seguida, as células foram suspensas em

solucéo salina tamponada a 0,85%, mantidas a 4 e a concentracéo de 5,0 x 10°
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UFC/0,5mL ajustada com auxilio da escala de Mac Farland (FERNANDEZ et al.,
2001). Sendo entdao confirmada pelo plagueamento das diluicbes decimais
seriadas em agar verde brilhante, com posterior incubacdo a 37°C e contagem
das UFC de Salmonella.

Os pintos dos tratamentos preconizados para inoculacdo da bactéria ao
primeiro dia de vida receberam via inglavio a dosagem de 5,0 x 10> UFC de
Salmonella Typhimurium. Os tratamentos controle n&o receberam a bactéria.

Os tratamentos preconizados com contaminacao via ragdo, receberam
o desafio durante o periodo de sete a 14 dias apos eclosdo com a bactéria na
concentracdo de 5,0 x 10> UFC de Salmonella Typhimurium/ kg de racdo, de
acordo com REZENDE (2006). Os pintos do tratamento controle foram alojados
em ambientes diferentes dos contaminados, com o intuito de evitar contaminagao

cruzada, porém mantendo similar ambiéncia e igual manejo.
Manejo alimentar

As racdes fornecidas aos animais, farelada a base de milho moido e
farelo de soja, sem antibidticos promotores de crescimento e anticoccidianos,
foram formuladas de acordo com a composicdo e exigéncias nutricionais
propostas por ROSTAGNO et al. (2005). Todas as aves receberam racéo e agua
“ad libitum”.

O composto de acidos organicos benzéico (22,44%), fumarico
(41,34%) e HMTBa (28,40%) foi fornecido as aves de acordo com o protocolo
indicado pelo fabricante, sendo administrado na ragdo durante todo o periodo
experimental, na dosagem de 0,4%. Todos os tratamentos durante a mesma faixa
etaria receberam o mesmo nivel de energia e proteina. As racdes pré-inicial,
inicial e de crescimento forneceram respectivamente, 2.950, 3.000 e 3.100 de
energia metabolizavel (kcal/kcal de ragéo) e 22 %, 20,97% e 19,41% de proteina
bruta.

Variaveis estudadas

Desempenho produtivo
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As pesagens regulares das aves e da racéo foram feitas com um, sete,
14, 21 e 28 dias de idade para calculo de consumo de ragéo, ganho de peso e de
converséao alimentar. O ganho de peso foi calculado pela diferenga entre os pesos
meédios das aves, dentro de cada periodo. O consumo de racgéo foi obtido pela
diferenga entre os valores de racéo fornecida e a sobra dentro da faixa etaria. E o
indice de conversdo alimentar foi calculado pela relacdo entre o consumo de
racdo e o ganho de peso corrigido pelo peso das aves mortas. Paralelamente, o
consumo de agua foi medido diariamente até 28 dias de idade das aves.

Avaliacao intestinal

Nos dias sete, 14, 21 e 28, as aves foram submetidas a jejum alimentar
de duas a trés horas antes do inicio da necropsia para eliminacdo de conteudo do
trato digestdério. Uma ave por parcela foi necropsiada, sendo o peso e o0
comprimento do intestino delgado anotados, realizando-se o célculo relativo ao
peso da ave, de acordo com GRIEVES (1991).

Paralelamente, no 14° e 21° dias, amostras da porcao final do intestino
grosso foram colhidas de cada ave do T1, T2, T5 e T6 para contagem de
Escherichia coli.

Para realizacao desta contagem, foram pesados 0,5 gramas da porc¢éo
final do intestino grosso de uma ave por parcela, sendo entdo transferidos para
tubo de ensaio contendo 4,5 mL de solucdo salina tamponada a 0,1%. A partir
desta diluicdo inicial com auxilio de pipetas automaticas, foram feitas diluicbes
seriadas até 10“ e 10° e 0,1 mL destas duas diluicdes foram transferidas para
placas de Petri contendo &gar eosina azul de metileno (EMB), fazendo-se o
plagueamento em superficie. As coldnias tipicas e atipicas, segundo BRASIL
(2003), foram repicadas em &gar triplice agucar ferro (TSI) e os isolados do TSI
foram confirmados para presenca de E. coli pela bioquimica através da producéo
de indol e vermelho de metila, auséncia de motilidade, producao de H,S, urease e

reacao no citrato de Simmons.
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Avaliacao de pH intestinal

Aos sete, 21 e 28 dias o conteudo do intestino delgado e do ceco de
uma ave por parcela, foi também coletado e os valores de pH destas porcdes
foram mensurados. Para determinar o pH o conteddo do duodeno e do ceco
foram colocados em frascos contendo 15mL de agua destilada, sendo
homogeneizados e logo apds feita a determinagéo do pH, segundo a metodologia
empregada por SILVA et al. (2000).

Andlises Estatisticas
Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias

comparadas quando observada diferenca pelo teste de Tukey a 5%. O programa
estatistico utilizado foi o SAS (2000).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se (Tabela 1) que a inoculacdo de Salmonella Typhimurium
influenciou (p<0,05) o consumo de ragdo e a conversao alimentar aos sete dias,
sendo que agqueles que foram inoculados com a bactéria via inglavio
apresentaram maior consumo de racdo e pior conversao alimentar quando

comparados com o grupo que recebeu apenas placebo.

TABELA 1 — Peso inicial (Pl), peso médio (PM), ganho de peso (GP), consumo
de racdo (CR) e conversdo alimentar (CA) durante o periodo de um
a sete dias de idade de frangos inoculados com Salmonella
Typhimurium via ingluvio e racao e tratados com acidos organicos.

Pl PM GP CR CA
Acidos organicos (A)
Sem 42,79 181,03 138,04 142,06 1,030
Com 42,33 177,24 134,93 139,76 1,035
Agentes inoculados (S)
Placebo 42,68 178,52 135,84 132,80B 0,977A
ST- Inglavio* 42,62 179,75 137,14 149,02A 1,087B
ST- Racéao* 42,37 - - - -
Fator de Variacéo (%)
Acidos organicos <0,01 NS NS NS NS
Agentes inoculados <0,01 NS NS <0,01 <0,01
AXS <0,01 NS NS NS NS
C.V. (%) 0,39 4,77 6,24 8,89 5,93

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas utilizando teste de Tukey a
5%.* ST-Inglavio (Salmonella Typhimurium inoculado via inglavio), * ST-Ragdo (Salmonella
Typhimurium inoculado via Ragao).

Esses dados mostraram que a colonizagdo do sistema digestorio na
primeira semana resultou em modifica¢gées logo nos primeiros dias de vida sobre
o0 consumo de racdo e conversdo alimentar (p<0,05). Além de ser observada
diminuicdo de ganho de peso e pior converséo alimentar, ainda se tem o risco de
transmissao do patdgeno ao homem pela eliminagdo da bactéria pelas excretas.
Para DICKEL (2004) e JUNIOR & OLIVEIRA (2006), as salmonelas paratificas
causam infeccdo principalmente em pintos que poderdo se tornar aves
assintométicas com a persisténcia no intestino destas, possibilitando a eventual

contaminagao das carcagas.
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A adicdo de acidos organicos néo influenciou (p>0,05) os parametros
de desempenho aos sete dias (Tabela 1). Também em estudo conduzido por
VIOLA & VIEIRA (2007) nao foi observada em consequéncia da utilizacdo de
acidos organicos sobre estas varidaveis. Porém propfe-se que a inclusdo de
acidificantes em dietas na fase inicial pode ser determinante nas respostas de
desempenho nas fases posteriores (DASKIRAN et al., 2004).

A diferenca no peso inicial visualizada na Tabela 1 é justificada pelo
baixo coeficiente de variagdo, sendo que desta forma, quando ocorreu um minimo
desvio, o teste foi capaz de detectar diferenga.

Da mesma forma que aos sete dias (Tabela 2), os animais que foram
inoculados com Salmonella, apresentaram maior (p<0,05) consumo de racéo e
pior (p<0,05) converséo alimentar que o grupo com placebo. Durante o0 mesmo
periodo, ocorreu diferenca (p<0,05) quando da adigdo de acidos organicos, com
efeito positivo sobre a conversédo alimentar, ou seja, 0 grupo que recebeu o

produto apresentou melhor conversédo alimentar que o seu grupo controle.

TABELA 2 — Peso médio (PM), ganho de peso (GP), consumo de racdo (CR) e
conversdo alimentar (CA) durante o periodo de um a quatorze dias
de idade de frangos inoculados com Salmonella Typhimurium via
inglavio e racao e tratados com &cidos organicos.

PM GP CR CA
Acidos organicos (A)
Sem 431,02 388,23 490,38 1,303B
Com 455,68 413,53 484,70 1,179A
Agentes inoculados (S)
Placebo 455,14 402,45 402,49B 1,012A
ST- Inglavio * 426,80 384,18 521,16A 1,414B
ST- Ragédo * 458,11 415,74 538,98A 1,297B
Fator de variagcéo (%)
Acidos organicos 0,03 0,03 NS 0,03
Agentes inoculados NS NS <0,01 <0,01
AXS 0,03 0,03 NS NS
C.V. (%) 8,09 8,96 3,99 14,18

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas utilizando teste de Tukey a
5%. * ST-Inglavio (Salmonella Typhimurium inoculado via ingldvio) e * ST-Racdo (Salmonella
Typhimurium inoculado via Ragao).
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Esses resultados encontram respaldo em (PARTANEN & MROZ, 1999)
guando afirmaram que os acidos organicos se utilizados corretamente junto com
medidas nutricionais, de manejo e biosseguridade, podem ser uma ferramenta
poderosa para manter a saude do trato intestinal das aves, influenciando a
converséao alimentar.

Uma mistura de acidos fumarico (0,5%), lactico (5,1%), citrico (5,4%) e
ascorbico (1,2%) utilizada por MAIORKA et al. (2002) nas fases pre-inicial e inicial
de frangos na propor¢ao de 0,05% da dieta, proporcionou melhoria na conversao
alimentar somente até os sete dias de idade pelo uso de acidos organicos.

Ao avaliar a interag@o entre agentes inoculados e utilizagdo de &cidos
organicos (Tabela 3) nota-se que as aves inoculadas com a bactéria via inglavio
apresentaram melhores valores de peso médio e de ganho de peso aos 14 dias
de idade, quando receberam os acidos.

TABELA 3 — Desdobramento das interacbes significativas entre agentes
inoculados e utilizacdo de acidos organicos para as variaveis de
peso médio e ganho de peso, aos 14 dias de idade em frangos
inoculados com Salmonella Typhimurium via inglavio e racdo e
tratados com acidos organicos.

Peso médio 14 dias
Agentes inoculados

] Placebo ST- Ingluvio ST- Racgéo
Acidos organicos

Sem 441,02Aab 393,44Bb 458,60Aa
Com 449,26Aa 460,16Aa 457,62Aa

Ganho de peso 14 dias

Agentes inoculados

] Placebo ST- Ingluvio ST- Racgéo
Acidos organicos

Sem 397,98Aab 350,49Bb 416,21Aa
Com 402,92Aa 417,87Aa 415,27Aa

Letras mailsculas (minascula) diferentes na mesma coluna (linha) indicam diferencas
significativas utilizando teste de Tukey a 5%.

Estes resultados mostram que provavelmente os acidos organicos, que
estdo na sua forma nao dissociada, penetraram na parede celular da bactéria e
na célula bacteriana se dissociaram liberando o cétion (+) e o anion (-). A forma

catibnica reduziu o pH interno, as bactérias consumiram energia para manter o
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equilibrio, morreram e desta forma, o &cidos organicos exerceu funcéo
bactericida. Ja o anion se difundiu livremente através da parede celular, em sua
forma ndo dissociada, e a acumulagdo deste tornou-se toxica para a bactéria
conduzindo a problemas osmoticos internos, interferindo na sintese protéica da
bactéria (LAMBERT & STRATFORD, 1999). Também LE NY (2005), relatou que
0s acidos organicos tém primordialmente dois modos de acdo: inibir a
permanéncia de patdgenos através da diminuicdo de pH intracelular e
interferéncia na sintese de DNA pela interrupgéo da sintese protéica.

Observa-se também (Tabela 3), que o grupo inoculado no ingldvio com
Salmonella Typhimurium apresentou (p<0,05) menor peso médio e pior ganho de
peso aos 14 dias que o grupo que foi desafiado via racdo contaminada. Esse
resultado pode ser explicado pela idade em que frangos foram inoculados via
racao (sete dias).

Esse dado é justificado pela afirmativa que na primeira semana
experimental, o intestino ja estd sendo colonizado pelas bactérias oriundas da
camara de ecloséo, forro da caixa de transporte ou ambiente de criagdo. Desta
maneira a microbiota intestinal € estabelecida e o concomitante desenvolvimento
do sistema imune provavelmente contribuiu para obtencdo deste resultado,
durante o periodo experimental. Isto indica que com o avancar da idade os
mecanismos de defesa especificos sdo capazes de suprimir infeccdes por
Salmonella, fato atribuido ao desenvolvimento do sistema imune celular e
humoral, durante as primeiras semanas da vida (DESMIDT et al., 1997).

Esse mecanismo é confirmado por BARROW (2000), quando afirmou
gue a capacidade de invasdo da Salmonella é dependente da idade da ave e da
porta de entrada do agente. Também BEAL et al. (2004b), desafiaram, via oral,
aves na primeira, terceira e sexta semana de vida com 10 ® UFC de Salmonella
Typhimurium e demonstraram que a persisténcia da infeccdo foi menor e o
desenvolvimento da imunidade foi mais efetivo nas aves desafiadas mais velhas.

Da mesma forma que aos 14 dias, durante o periodo de um a 21 dias
(Tabela 4), verifica-se que a conversao alimentar foi (p<0,05) melhor para o grupo
que recebeu acidos organicos quando comparado ao que nio recebeu. E possivel
supor que houve reducdo do desafio microbioldgico pela acdo antimicrobiana dos
acidificantes, porém, também ndo podem ser descartados outros beneficios pela
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ativacdo enzimatica em nivel intestinal e nutricdo celular. De acordo com
EIDELSBURGER (2001), os acidos orgéanicos podem ainda pela sua capacidade
anidnica tamponante, se ligar a céations das dietas (Ca++, Mg++, Fe++, Cu++,
Zn++), aumentando a digestibilidade e absor¢cdo de nutrientes, melhorando desta

forma o desempenho.

TABELA 4 — Peso médio (PM), ganho de peso (GP), consumo de racdo (CR) e
conversdo alimentar (CA) durante o periodo de um a 21 dias de
idade em frangos de corte inoculados com Salmonella Typhimurium
via inglavio e racdo e tratados com acidos organicos.

PM GP CR CA
Acidos organicos (A)
Sem 797,92 755,13 962,36 1,333B
Com 854,33 812,01 1008,06 1,298A
Agentes inoculados (S)
Placebo 778,07 735,39 860,97 1,231A
ST- Inglavio 853,82 811,21 1028,84 1,341B
ST- Racéo 846,48 804,11 1065,82 1,374B
Fator de variagcéo (%)
Acidos organicos <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Agentes inoculados <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
AXS <0,01 <0,01 <0,01 NS
C.V. (%) 4,33 4,56 3,83 3,21

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas utilizando teste de Tukey a
5%.

Um dos acidos utilizados no presente estudo foi o fumarico. RAFACZ-
LIVINGSTON et al. (2005 a, b) afirmaram que suplementacdes com esse acidos
organicos melhoram o ganho de peso e a conversao alimentar, de frangos de
corte. Também GARCIA et al. (2000), abordando a utilizacdo de acidos organicos
em frangos de corte (0,1%) até o 21°de idade, veri ficaram uma melhoria de 2,1%
no ganho de peso e 4,3% na conversédo alimentar, com a utilizacdo do produto.
Da mesma forma, MAIORKA et al. (2004) verificaram que a presenca de acidos
organicos fumarico, latico, citrico e ascorbico melhorou significativamente a
conversao alimentar das aves, aos 21 dias de vida. VIOLA et al. (2008), avaliando
o efeito da inclusdo de diferentes misturas de acidos organicos observaram que
houve um beneficio geral do uso das misturas sobre o ganho de peso corporal, no
periodo total.

Foi possivel observar também (Tabela 4) que independente da via, os
dois grupos inoculados com o patégeno demonstraram pior (p<0,05) conversao
alimentar, quando estes sdo comparados ao grupo que recebeu somente placebo.
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Segundo BEAL et al. (2004a) e SADEYEN et al. (2004), a infec¢do por S.
Typhimurium pode gerar alta mortalidade em aves no primeiro dia ou promover
longa persisténcia no sistema digestorio de aves, sem demonstracdo de sinais
clinicos. Salmonella pode ser excretada e por transmissdo horizontal contaminar
outras aves bem como a carcacga apés abate.

A intensidade e duracdo da colonizagdo bacteriana sdo atribuidas a
imunidade do hospedeiro, (BERTHELOT et al., 1998) a idade da ave, a via de
inoculacao e do sorotipo em questdao (LAMONT et al., 2002; BEAUMONT et al.,
2003). A colonizacao do intestino € estabilizada dentro dos cecos, representando
um reservatorio de infec¢cdo de salmonela em aves e podendo levar a perdas no
desempenho.

Ao avaliar a interacdo entre agentes inoculados e utilizacdo de acidos
organicos sobre o peso médio e ganho de peso (Tabela 5) aos 21dias de idade,
nota-se que tanto as aves inoculadas com placebo quanto as com a bactéria, via
inglavio, quando receberam os acidos organicos obtiveram maiores valores
(p<0,05) no peso médio e ganho de peso que seus respectivos grupos sem
acidos.

TABELA 5 — Desdobramento das interacdes significativas entre agentes
inoculados e utilizagdo de acidos organicos para as variaveis de
peso médio e ganho de peso aos 21 dias de idade em frangos
inoculados com Salmonella Typhimurium via inglavio e racéo e
tratados com acidos organicos.

Peso médio 21 dias
Agentes inoculados

Placebo ST- Inglavio ST- Ragéo
Acidos organicos
Sem 732,23Bb 810,86Ba 850,68Aa
Com 823,92Ab 896,79Aa 842,29Aab

Ganho de peso 21 DIAS
Agentes inoculados

Placebo ST- Inglavio ST- Ragéo
Acidos organicos
Sem 689,19Bb 767,91Ba 808,29Aa
Com 781,59Ab 854,50Aa 799,93Aab

Letras mailsculas (mindscula) diferentes na mesma coluna (linha) indicam diferencas
significativas utilizando teste de Tukey a 5%.
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Esses resultados encontram respaldo nos estudos de MAIORKA et al.
(2004) que verificaram melhor converséo alimentar com a utilizagdo de mistura de
acidos organicos durante o periodo de um a 21 dias de idade das aves. Também
CORNELI (2004) concluiu que a adi¢éo de acidos organicos durante o periodo de
22 a 35 dias de idade apresentou efeito significativo, onde as aves que receberam
acidificantes obtiveram melhor conversédo alimentar quando comparada com 0s
outros tratamentos. Da mesma forma, VIOLA & VIEIRA (2007) observaram que a
suplementacdo de misturas de acidificantes em dietas para frangos de corte
produziu beneficios no desempenho zootécnico.

Verifica-se também que (Tabela 5) dentre os grupos que receberam o0s
acidos, o grupo com placebo obteve menor peso (p<0,05) quando comparado ao
grupo inoculado no inglavio com a Salmonella Typhimurium. Além disso, dos trés
grupos que nao receberam os acidos, 0s grupos inoculados no inglavio e na ragédo
apresentaram (p<0,05) maior peso médio e ganho de peso que o grupo que
recebeu placebo. Esse resultado pode ser resultante do maior consumo de racao
(p<0,05), durante este mesmo periodo para o grupo inoculado quando comparado
ao grupo placebo, ja que a conversdo alimentar foi pior quando comparada ao
grupo com placebo.

Além disso, o fato dos grupos inoculados com Salmonella Typhimurium
terem apresentado melhor desempenho que o controle pode também ser
justificado pelas consideracoes de DOWLING (1992) e FURLAN et al. (2004).
Esses autores afirmaram que ap6s perda de grandes areas na mucosa intestinal,
responsaveis pela digestdo e absorcdo de nutrientes, pela acdo de agentes
patogénicos, o epitélio remanescente torna-se hiperplasico com maior altura de
vilo e de profundidade de cripta. A producdo de células na cripta aumenta e o
mesmo ocorre com o numero de células que compdem o vilo. Assim, como
resultado do aumento da mucosa intestinal, o intestino como um todo apresenta
maior capacidade de absor¢do de nutrientes e eletrolitos.

Analisando-se o desdobramento da interagdo entre agentes inoculados
e utilizacdo de 4cidos orgéanicos sobre o consumo de racdo (Tabela 6) aos 21dias,
nota-se que somente as aves inoculadas pelo inglavio, quando receberam o0s
acidos orgéanicos, obtiveram maiores valores (p<0,05) para consumo de ragdo que
0 respectivo grupo sem acidos. Observa-se também que dentre os grupos que
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receberam &cidos orgéanicos, o que recebeu placebo consumiu menos racao,
guando comparado com 0s grupos inoculados com Salmonella independente da
via. Além disso, nos grupos que nado receberam o acido, todos diferiram entre si,
sendo que o grupo inoculado na racao obteve maior (p<0,05) consumo de racéo,
seguido do inoculado via inglavio.

Com estes resultados pode-se inferir que os &cidos organicos nao
afetaram significativamente o consumo de racdo das aves, mostrando que néo foi
toxico para as mesmas e contrariando os achados de RUNHO (1997) que
observou depresséo no consumo de ragéo das aves com a adi¢cdo nas racoes de
acido fumarico a 0,25, 0,5, 0,75 e 1,0%. Desta forma, a diferenca encontrada nédo
pode ser atribuida a percentagem de acido utilizada.

TABELA 6 - Desdobramento das interacdes significativas entre agentes
inoculados e utilizacdo de &cidos organicos para a variavel
consumo de racdo aos vinte um dias de idade em frangos
inoculados com Salmonella Typhimurium via inglivio e racéo e
tratados com acidos organicos.

Agentes inoculados

Placebo ST- Inglavio ST- Racgéo
Acido organicos
Sem 836,97Ac 982,87Bb 1067,24Aa
Com 884,97Aa 1074,81Ab 1064,41Ab

Letras mailsculas (minascula) diferentes na mesma coluna (linha) indicam diferencas
significativas utilizando teste de Tukey a 5%.

Na Tabela 7 estdo demonstrados os dados de desempenho de um a 28
dias de vida. Os animais que receberam Salmonella, independente da via,
mostraram maiores (p<0,05) valores no consumo de ragdo e consequente pior

(p<0,05) conversao alimentar que o grupo com placebo.
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TABELA 7 — Peso médio (PM), ganho de peso (GP), consumo de racédo (CR) e
conversdo alimentar (CA) durante o periodo de um a 28 dias de
idade em frangos de corte inoculados com Salmonella Typhimurium
via inglavio e racdo e tratados com acidos organicos

PM GP CR CA
Acidos organicos (A)
Sem 1125,10B 1082,31B 1513,90 1,534
Com 1201,13A 1158,80A 1574,46 1,505
Agentes inoculados (S)
Placebo 1155,16 1112,48 1406,75B 1,398A
ST- Inglavio 1170,25 1127,63 1599,55A 1,565B
ST- Racgéo 1163,92 1121,55 1626,25A 1,596B
Fator de Variagéo (%)
Acidos organicos <0,01 <0,01 NS NS
Agentes inoculados NS NS <0,01 <0,01
AXS NS NS NS NS
C.V. (%) 5,97 6,20 6,79 4,60

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas utilizando teste de Tukey a
5%.

Sabe-se que as aves infectadas podem excretar Salmonella por um
longo periodo sem que apresentem sinais clinicos, porém gerando prejuizos
econdmicos como perdas no ganho e peso, maior consumo de racdo e pior
conversdo alimentar (DELAZARI, 2001; LEITAO, 2001). A pior converséo
alimentar (p<0,05) observada foi também confirmada por XIE et al. (2000),
guando verificaram uma significativa reducao no desempenho de frangos de corte
inoculados com Lipopolissacarideo (LPS) de Salmonella Typhimurium.

Pode-se observar também (Tabela 7) que ocorreu diferenga (p<0,05)
quando da adicdo de &cidos organicos, com efeito positivo sobre o peso médio e
ganho de peso durante o periodo experimental de um a 28 dias. Relatam que o0s
acidos orgéanicos reduzem a colonizacao por Salmonella (VAN IMMERSEEL et al.,
2004) e promovem melhoria no desempenho e na utilizacdo de fésforo da dieta
(SNOW et al., 2004; RAFACZ-LIVINGSTON et al., 2005 a e b).

SKINNER et al (1991) encontraram efeito positivo do acido fumérico
utilizando continuamente a concentracdo de 0,125% até os 49 dias, havendo
reducdo linear da mortalidade em um dos experimentos com o uso até 0,50% na
dieta. Também VIOLA & VIEIRA (2007) com objetivo de testar o efeito da inclusédo
de diferentes misturas de acidos organicos nas dietas, verificaram que o ganho de
peso corporal ndo foi afetado pelos tratamentos durante os periodos avaliados,
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sendo que somente no final do experimento, foi observada melhor converséo
alimentar para as aves consumindo acidificantes em relagcdo as do grupo controle
negativo. Por sua vez, WALDROUP et al. (1991), promovendo um desafio oral
com S. Typhimurium e utilizando niveis crescentes de até 2% de &cido fumarico
verificaram que o produto ndo foi eficaz na inibicdo da colonizacdo cecal dos
animais.

Durante todo periodo experimental, o consumo de agua foi medido
diariamente. Nota-se na Tabela 8, que os acidos organicos nao influenciaram
significativamente na proporgdo entre 0 consumo médio de dgua e o consumo de

racao.

TABELA 8 — Relacéo entre o consumo médio de agua e o consumo de ragao corte
aos sete, 14, 21 e 28 dias em frangos inoculados com Salmonella
Typhimurium via ingluvio e racao e tratados com acidos organicos.

7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Acidos organicos (A)
Sem 3,24 2,38 2,51 2,76
Com 3,39 2,42 2,49 2,81
Agentes inoculados (S)
Placebo 3,01 2,97A 2,89A 3,14A
ST- Inglavio 3,25 2,11B 2,29B 2,58B
ST- Racgéo - 2,14B 2,31B 2,63B
Fator de Variagéo (%)
Acidos organicos NS NS NS NS
Agentes inoculados NS <0,01 <0,01 <0,01
AXS NS NS NS NS
C.V. 9,47 5,33 6,96 6,64

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas utilizando teste de Tukey a
5%.

Também VIOLA & VIEIRA (2007), quando testaram o efeito da incluséo
de diferentes misturas de acidos organicos nas dietas, nao verificaram nenhuma
diferenca no consumo de 4gua. Por sua vez, BYRD et al. (2001) verificaram que
uma mistura de acidos orgéanicos reduziu o consumo de agua quando comparado
ao grupo controle.

Porém, aos 14, 21 e 28 dias de idade (Tabela 8) foram observadas
diferencas (p<0,05), onde a relacdo entre consumo de agua e consumo de racao
foi maior para o grupo que recebeu placebo quando comparados aos grupos
inoculados com S. Typhimurium independente da via. Esse resultado é atribuido
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ao maior consumo de racdo durante os periodos avaliados, resultando em um
menor valor desta variavel.

Aos sete, 14, 21 e 28 dias, uma ave por parcela foi escolhida ao acaso
com o intuito de promover a andlise biométrica dos 6rgdos em relacdo ao peso da
ave. E das mesmas o intestino delgado foi colhido, pesado e medido (Tabelas 9 a
11).

Nota-se na Tabela 9, que aos 21 dias o peso relativo do intestino
delgado foi menor (p<0,05) quando da adi¢cdo de &cidos organicos. Observa-se
também, que esta variavel foi maior (p<0,05) aos sete, 21 e 28 dias para 0s
tratamentos inoculados com Salmonella, independente da via de administragao,
guando comparada com o grupo com placebo. Uma explicacdo é que o consumo
de racgéo foi maior (p<0,05) para os grupos inoculados aos sete, 21 e 28 dias, 0
que pode ter ocasionado maior peso do intestino delgado. Porém a converséo
alimentar foi pior (p<0,05) para o grupo inoculado durante os mesmos periodos.
Desta maneira, 0 maior peso desta porcéo intestinal sugere nao estar relacionado

a uma melhor saude intestinal ou absor¢éo intestinal.

TABELA 9 — Peso relativo (g) do intestino delgado de frangos de corte aos sete,
14, 21 e 28 dias de idade de frangos de corte inoculados com
Salmonella Typhimurium via inglivio e racao e tratados com acidos

organicos.
7 dias 14 dias 21 dias 28 dias

Acidos organicos (A)
Sem 7,37 4,98 441A 3,42
Com 7,07 4,71 3,77B 3,41
Agentes inoculados
Placebo 6,29B 4,33 3,06B 2,40B
ST- Inglavio 8,16A 4,88 4,73A 3,86A
ST- Ragéo - 5,33 4,48A 3,98A
Fator de Variagéo (%)
Acidos organicos NS NS 0,02 NS
Agentes inoculados <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
AXS NS <0,01 NS NS
C.V. (%) 9,61 11,82 22,51 12,69

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas utilizando teste de Tukey a
5%.

Outra causa para esse achado pode ser atribuida a acdo da

Salmonella e provavelmente resultante de um processo inflamatério no intestino,
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pois desafios microbioldégicos podem gerar inflamacéo intestinal e algumas vezes
necrose dos tecidos intestinais (APAJALAHTI, 2005).

Analisando-se o desdobramento da interacdo entre agentes inoculados
e utilizacdo de acidos organicos sobre o peso do intestino delgado aos 14 dias
(Tabela 10), verifica-se que somente o grupo de aves inoculadas na ragéo e que
receberam os acidos organicos obtiveram valores menores (p<0,05) no peso no
intestino delgado que o respectivo grupo sem acidos organicos. Este resultado
sugere que o grupo inoculado via ragcédo apesar de sofrer a infec¢ao, a utilizagao
do acidos orgéanicos levou a reducéo do processo infeccioso.

TABELA 10 — Desdobramento das interagdes significativas entre agentes
inoculados e utilizacdo de acidos organicos para variavel peso
do intestino delgado (g) aos 14 dias de idade em frangos
inoculados com Salmonella Typhimurium via inglavio e racao e
tratados com acidos organicos.

Agentes inoculados

Placebo ST- Inglavio ST- Racgéo
Acidos organicos
Sem 4,43Ab 4,63Ab 5,89Aa
Com 4,23Aa 5,13Aa 4,76Ba

Letras mailsculas (minascula) diferentes na mesma coluna (linha) indicam diferencas
significativas utilizando teste de Tukey a 5%.

Por sua vez, VIOLA et al. (2008), desenvolvendo experimento com
varios acidos, observaram que aos sete dias de idade, 0 peso relativo do intestino
delgado e o comprimento do 6rgao, no grupo controle, foi inferior ao daqueles que
receberam misturas de acidos.

Observa-se também (Tabela 10) que dentre os grupos que nao
receberam acidos organicos, o que foi inoculado via racdo demonstrou maior
peso do intestino delgado, quando comparado com 0s grupos inoculados com
placebo ou com Salmonella via inglavio. Estes fatos podem ser justificados pelo
periodo de inoculagéo via racdo (7°ao 14°dia) de idade, pois aos 14 dias, a
infeccdo estava mais recente neste Ultimo grupo e o processo inflamatério mais
acentuado, refletindo no maior peso.

APAJALAHTI (2005) afirmou que a presenca de microrganismos no

sistema digestério eleva potencialmente a competicdo por nutrientes, acelera a
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passagem do alimento, aumenta a descamac¢éao de células intestinais e estimula a
secrecdo de mucina pelas células caliciformes desencadeando processos
inflamatorios.

Nota-se na Tabela 11, que aos sete e 14 dias o grupo inoculado com
placebo apresentou maior comprimento de intestino delgado (p<0,05) que os
grupos inoculados com Salmonella Typhimurium, independente da via. Este
achado encontra respaldo com o resultado observado, para peso do intestino
delgado nestas mesmas faixas etarias. O peso deste fragmento intestinal foi
maior para o grupo inoculado, o que indica um processo inflamatério que resultou
no menor desenvolvimento do 6rgdo com menor comprimento, levando
provavelmente a menor area de absor¢do, com consequente pior (p<0,05)
conversao alimentar aos sete e quatorze dias de idade para o grupo inoculado.

TABELA 11 — Comprimento relativo (cm) do intestino delgado aos sete, 14, 21 e
28 dias de idade em frangos inoculados com Salmonella
Typhimurium via ingluvio e racdo e tratados com acidos organicos.

7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Acidos organicos (A)
Sem 51,12 21,91 16,64 11,87
Com 50,91 22,20 16,55 11,00
Agentes inoculados
Placebo 54,22A 24,32A 16,04 11,54
ST- Inglavio 47,81B 20,90B 16,51 11,68
ST- Ragéo - 20,95B 17,23 11,10
Fator de Variagéo (%)
Acidos organicos NS NS NS NS
Agentes inoculados <0,01 <0,01 NS NS
AXS NS NS NS NS
C.V. (%) 12,44 10,58 26,89 11,23

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas utilizando teste de Tukey a
5%.

Paralelamente a medicdo e pesagem do intestino delgado, 0,5 g de
excretas foram coletadas da porcao final do reto aos 14 e 21 dias de idade com a
finalidade de enumeracdo (UFC/g) de Escherichia coli. Os resultados destes
valores estéo dispostos nas Tabelas 12 e 13.
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TABELA 12 — Contagem de Escherichia coli (UFC/g) na porcao final do intestino
grosso aos 14 e 21 dias de idade (expressa em Log) em frangos
inoculados com Salmonella Typhimurium via inglavio e ragédo e
tratados com acidos organicos.

14 dias 21 dias
Acidos organicos (A)
Sem 6,14 6,74
Com 6,11 6,21
Agentes inoculados (S)
Placebo 6,35 7,03
ST- Inglavio 5,90 5,91
Fator de Variagéo (%)
Acidos organicos NS NS
Agentes inoculados NS <0,01
AXS NS 0,04
C.V. (%) 13,51 11,48

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas utilizando teste de Tukey a
5%.

Nota-se na Tabela 13, que dentre os tratamentos que receberam os
acidos orgéanicos, o grupo inoculado no inglavio, com Salmonella Typhimurium, foi

0 que apresentou menor (p<0,05) valor na contagem de UFC de E. col..

TABELA 13 - Desdobramento das interacdes significativas entre agentes
inoculados e utilizacdo de &cidos organicos para valores de
contagem de E. coli aos 21 dias de idade em frangos inoculados
com Salmonella Typhimurium via inglavio e ragdo e tratados
com acidos organicos.

Agentes inoculados

Placebo ST- Inglavio
Acidos organicos
Sem 6,99 6,48 B
Com 7,07b 5,35Aa

Letras mailsculas (mindscula) diferentes na mesma coluna (linha) indicam diferencas
significativas utilizando teste de Tukey a 5%.

Como se sabe essa bactéria faz parte da microbiota entérica normal de
mamiferos e aves (CARDOSO et. al.,, 2002). O que provavelmente aconteceu
com a inoculacdo de Salmonella durante o periodo experimental, foi competicdo
por local de atuacdo no intestino e consequente diminuicdo na contagem em
UFC/g de E. coli. Esta suposicao foi abordada por MACHADO (2000), quando
afirmou que a persisténcia e manutencao das bactérias no trato intestinal ocorrem

através de dois mecanismos principais: fixacdo ou intima associacdo com o
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epitélio intestinal ou podem se encontrar livres na luz intestinal pela sua
incapacidade de aderir no epitélio. Desta maneira, a competicdo por local de
atuacédo pode ter sido a causa do decréscimo nas UFC de E. col..

Também foi verificado (Tabela 13) que o grupo inoculado com S.
Typhimurium via ingltvio, quando recebeu &cidos organicos demonstrou menores
valores na enumeracgédo de E. coli que seu respectivo grupo sem acidos organicos.

Os acidos orgéanicos possuem atividade antimicrobiana, além de outros
beneficios e vém demonstrando resultados positivos na salude e desempenho de
aves. Estes resultados sdo potencializados com a utilizacdo de blends de acidos
organicos quando comparados a utlizacdo de um (nico &acido. Além dos
beneficios a saude animal, propicia também alimentos mais seguros, pois reduz a
contaminacao de carcaca por bactérias, como E. coli (POPHAL & OETTING, s.d.).
Em experimento realizado por IZAT et al. (1990), a adicdo de niveis crescentes de
acidos organicos resultou em diminuicdo da colonizagdo de E. coli no intestino
delgado. Alguns autores afirmam também que suplementacdo com acidos
organicos organico pode reduzir a proliferacdo de bactérias patogénicas, como E.
coli, no sistema digestério (RICHARDS et al., 2005).

Um dos principais efeitos benéficos da utilizacdo de &cidos organicos
nas dietas esté relacionado com a selecdo da microbiota benéfica no inicio da
vida dos animais. Auxiliando o mecanismo de exclusdo competitiva e o
estabelecimento de microrganismos desejaveis no intestino. KLUGE et al. (2006),
afirmaram que os acidos organicos reduzem principalmente o numero de
bactérias patogénicas e afetam o balanco da microbiota do intestino. Também LI
et al. (2008), com intuito de verificar a acdo dos acidos fumarico, benzéico e
HMTBa sobre a microbiota intestinal verificou uma tendéncia a diminui¢cdo de E.
coli quando comparada com o grupo controle.

Aos sete, 21 e 28 dias o contetdo do intestino delgado e do ceco foram
também coletados e os valores de pH destas porcdes foram aferidos. Verifica-se
na Tabela 14 que a adicdo de &cidos organicos nao interferiu no pH destas
por¢des do intestino (p>0,05) nos periodos estudados.

Esses achados condizem com o mecanismo de acdo dos acidos
estudados, ja que o efeito antibacteriano deste produto tem efeito maior na parte

anterior do sistema digestério (inglivio/ moela), sendo que da mesma forma,
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THOMPSON & HINTON (1997) mostraram que houve atuacdo de &cidos
principalmente no inglavio e moela, mostrando maior acdo nesses
compartimentos. Além disso, BELLAVER & SCHEUERMANN (2004) mostraram
gue acidos usados no nivel de 2,5% na forma de sais de calcio, foram
completamente digeridos antes do diverticulo de Meckel. LI et al. (2008) n&o
encontraram diferencas significativas nos valores pH dos diferentes segmentos do
intestino delgado utilizando 0,5% e 1% de associacao de &cido benzdico, fumérico
e HMTBa.

TABELA 14 — Valores de pH do conteudo cecal e das por¢des do intestino
delgado aos sete, 14, 21 e 28 dias de idade em frangos
inoculados com Salmonella Typhimurium via inglivio e racdo e
tratados com acidos organicos.

7 dias 21 dias 28 dias
Acidos organicos (A)
Sem 6,67 6,44 6,24
Com 6,37 6,51 6,05
Agentes inoculados (S)
Placebo 6,82A 6,70A 6,88A
ST- Inglavio 6,22B 6,24B 5,86B
ST- Racéo - 6,33B 5,70B
Fator de Variagéo (%)
Acidos organicos NS NS NS
Agentes inoculados <0,01 <0,01 <0,01
AXS NS NS NS
C.V. (%) 7,25 5,76 7,22

pH CECO

7 dias 21 dias 28 dias
Acidos organicos (A)
Sem 6,59 6,68 6,65
Com 6,61 6,53 6,82
Agentes inoculados (S)
Placebo 7,15A 6,68 6,89
ST- Inglavio 6,04B 6,45 6,63
ST- Racédo - 6,69 6,68
Fator de Variagéo (%)
Acidos organicos NS NS NS
Agentes inoculados <0,01 NS NS
AXS NS <0,01 NS
C.V. 8,94 4,98 4,89

Letras diferentes na mesma coluna e em mesma faixa etaria indicam diferengas significativas
utilizando teste de Tukey a 5%.
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Verificou-se também (Tabela 14) que o pH do intestino delgado foi
significativo maior para o grupo placebo quando comparado com o grupo
inoculado com S. Typhimurium nos periodos analisados. Em relagdo ao pH do
ceco observou-se diferenca significativa aos sete dias de vida (Tabela 14) e aos
21 dias (Tabela 15), também com maiores valores para o grupo com placebo.

TABELA 15 - Desdobramento das interacdes significativas entre agentes
inoculados e utilizacdo de &cidos organicos para variavel peso
do intestino delgado aos vinte um dias de idade em frangos
inoculados com Salmonella Typhimurium via inglivio e racéo e
tratados com acidos organicos.

Agentes inoculados

Placebo ST- Inglavio ST- Ragéo
Acidos organicos
Sem 6,53Aa 6,70Aa 6,81Aa
Com 6,83Aa 6,21Ab 6,56Aab

Letras mailsculas (minascula) diferentes na mesma coluna (linha) indicam diferencas
significativas utilizando teste de Tukey a 5%.

Provavelmente S. Typhimurium determinou maior fermentacéo
intestinal e em consequéncia menor pH. A presenca de pH mais baixo sugere a
fermentacdo de microrganismos presentes no sistema digestorio com
producdo de &cidos graxos volateis (HUANG et al.,, 2006). De maneira
semelhante CLAMBERS et al. (1997) verificaram que amostras com maiores
valores, em UFC de Salmonella, também foram as que apresentaram pH

cecal mais baixo.
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CONCLUSOES

A mistura de acidos organicos (acido benzoico, fumarico e 2-hidroxi-metiltio-
butandico), fornecida na concentracdo de 0,4% na racdo, favoreceu o
desempenho e a saude intestinal, frente ao desafio com Salmonella Typhimurium,

durante o periodo de um a 28 dias de idade.
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CAPITULO 3 — Avaliagédo da funcdo hepatica e bacteriologia de 6r  g&dos em
frangos de corte inoculados com  Salmonella Typhimurium e
tratados com acidos organicos.

RESUMO: O experimento foi conduzido utilizando-se 630 pintos com um dia de
idade com o objetivo de avaliar os efeitos de acidos organicos (acido benzéico,
fuméarico e 2-hidréxi-metiltio-butanodico) frente a inoculagdo experimental de
Salmonella Typhimurium sobre parametros hepaticos e a bacteriologia dos
orgaos. As aves foram distribuidas em delineamento inteiramente ao acaso com
seis tratamentos e sete repeticdes de 15 pintos cada. O desafio experimental com
S. Typhimurium ocorreu por duas vias de administracdo diferentes: via inglavio,
ao primeiro dia apos ecloséo, e via racao durante o periodo de sete a 14 dias de
idade. Estes grupos foram tratados ou ndo com acidos organicos, definindo-se
desta forma, um esquema fatorial de 3x2 (agente versus acidos). Cada pinto dos
tratamentos preconizados para inoculacdo da bactéria ao primeiro dia de vida
receberam via ingldvio a quantidade de 5,0 x 10° unidades formadoras de
colbnias (UFC)/ 0,5mL de S. Typhimurium. Os tratamentos preconizados com
contaminac&o via racdo, receberam o desafio na dosagem de 5,0 x 10 UFC de S.
Typhimurium/ kg de ragdo. As variaveis estudadas foram: peso relativo do figado,
histopatologia hepatica, bioquimica sérica hepatica e analises bacteriologicas do
ceco, inglavio, baco e pool de figado e coracdo. Sendo utilizado teste de Tukey a
5% para comparacdo de médias. Aos 21 e 28 dias, foi verificado menor (p<0,05)
peso de figado para o grupo inoculado com placebo em detrimento dos grupos
inoculados com S. Typhimurium. Os grupos tratados com acidos organicos,
independente da via de administracdo de S. Typhimurium obtiveram menores
frequéncias de isolamento em todos os 6rgdos analisados. Foram observadas
alteracbes (p<0,05) para bioquimica sérica hepatica e na andlise histopatologica
do figado pela atuagédo da Salmonella. Concluiu-se que os &cidos organicos foram
eficazes no controle na S. Typhimurium e ndo promoveram lesdes hepaticas.

Palavras-chave : aves, controle, figado, funcao hepética, salmonelose.
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Liver function and bacteriology of organs in broile r inoculated with
Salmonella Typhimurium nalidixic acid resistant and treated w ith organic
acids.

ABSTRACT:. It was conducted an experiment with 630 day old experimentally
inoculated with Salmonella Typhimurium to evaluate the effects of organic acids
blend (benzoic acid, fumaric acid, and 2-hydroxi-metiltio-butanoic acid) on the
hepatic parameters and the persistence of the bacteria in the organs. The birds
were allotted in completely randomized design with six treatments and seven
replications with 15 chicks each. The experimental challenge with Salmonella
Typhimurium nalidixic acid-resistant, occurred in two different routes of
administration: in the crop in the first day after hatch, and in the feed offered from
seven to 14 days old. These groups were treated with acid in a factorial
arrangement 3x2 (agent versus acid). Chicks inoculated with the bacteria in the
first day of life received 5.0 x 10> / 0.5 mL of colony forming units (CFU) of
Salmonella Typhimurium in the crop. The feed contaminated, were challenged in
the concentration of 5.0 x 10> CFU of Salmonella Typhimurium / kg feed. The
variables were: relative weight of the liver, liver histopathology, liver biochemistry
serum and bacteriological analyses of the caecum, crop, spleen and pool of livers
and hearts. At 21 and 28 days significant less weight of liver to the groups
negative control was found. The groups treated with acid, independent of route of
administration Salmonella Typhimurium had lower rates of isolation in all organs
tested. There were changes (p<0.05) in serum liver biochemical analysis and liver
pathology for Salmonella challenged birds. It is possible to conclude that acid was
effective to control Salmonella Typhimurium and did not promote liver injury.

Keywords: birds, contamination, control, liver, salmonellosis
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INTRODUCAO

Salmonella enterica € um dos mais importantes patdégenos
relacionados a saude publica, podendo ser adquirido pelo consumo de produtos
de avicolas (BEAL et al., 2004). As salmonelas paratificas tém aumentado como
uma causa comum toxinfec¢des alimentares em paises industrializados e muito
deste incremento se deve a Salmonella Typhimurium, sendo um dos principais
sorotipos de origem alimentar com distribuicdo mundial (OLSEN et al. 2001;
MUKESH & MUKESH, 2002).

Essa bactéria pode desenvolver uma persistente infeccdo entérica,
geralmente sem apresentar sinais clinicos em aves infectadas apds a primeira
semana de vida (BEAL et al.,, 2004), desta forma, é um importante patégeno
gastrintestinal, podendo gerar inflamacéo local, diarréia e progredir para uma
infeccao sistémica (BAUCHERON et al., 2005; CARDINALE et al. 2005).

Em estudo investigativo, OLSEN et al. (2003) observaram como
sorovar mais frequente em um abatedouro avicola a Salmonella Typhimurium. E
na Espanha, a S. Typhimurium no ano de 2002, foi um dos principais sorovares
envolvidos em surtos, com 22,8% da frequéncia de isolamento em surtos
determinados por Salmonela sp. (ECHEITA et al. 2005).

Durante experimento conduzido por BEAL et al. (2004), houve
recuperacdo desta bactéria no intestino, baco e figado em aves desafiadas
oralmente com uma, trés e seis semanas de vida na dose de 10® UFC de
Salmonella Typhimurium acido nalidixico resistente.

Um dos principais 6rgaos atingidos pela Salmonella € o figado. Este
orgdo € essencial para a manutencdo da vida e € um dos mais importantes
orgaos de secrec¢do e excrecao do corpo. Por estar envolvido com variedades de
funcBes metabdlicas, qualquer fator que altere significativamente sua fisiologia
normal ird produzir danos hepaticos que terdo reflexos no organismo do individuo.

Testes bioquimicos podem ser utilizados para detectar varias
anormalidades hepéticas, incluindo necrose e lesdes nos hepatdcitos e alteracdes
nas funcdes hepéticas. As concentracdes das enzimas hepéticas aumentam na

circulacdo a medida que sdo liberadas pelas células de origem. Dentre as
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principais enzimas de funcdo hepética estdo a Aspartato Aminotransferase (AST)
e a Alanina-Aminotransferase (ALT).

Os achados histopatolégicos também podem ser utilizados para
detectar anormalidades hepaticas e ainda auxiliar no diagnostico de doencas.
Como descrito por BARCELOS (2005), a infiltracdo heterofilica no parénquima
hepatico podem ser vistas em casos agudos por bactérias como Salmonella, por
exemplo. Por sua vez, DESMIDT et al. (1997) argumentaram que granulomas
existentes no figado durante periodos de estresse ou de infec¢des intercorrentes
pode ocorrer reativacdo a Salmonella e ocasionar infeccées em frangos.

Por estes motivos, € essencial que a infeccdo por Salmonella
Typhimurim seja controlada, pois além das implicagbes em saude publica geradas
por esta bactéria, esta pode provocar grandes prejuizos financeiros devido a
mortalidade que pode ocorrer durante as primeiras semanas, ao custo com
medicacédo, a baixa qualidade dos pintos e ao custo com medidas de erradicacao
(HAFEZ, 2005).

Para tanto tem se buscado o uso de produtos alternativos com a
finalidade de controlar este patdgeno. Dentre 0s que se encaixam nesta afirmativa
estdo os acidos organicos. As hipbteses que sustentam o uso dos acidos
organicos se relacionam com o efeito inibidor do desenvolvimento de fungos nas
matérias-primas e racbes e na proliferacdo de enterobactérias e como
potencializador, aumentando a disponibilidade dos nutrientes para as aves (PENZ
et al.,1993). De acordo com RICKE (2003), o uso adequado de acidos organicos
requer maior entendimento da capacidade e o modo de a¢ao deste produto sobre
os diferentes patdgenos gastrointestinais.

A atividade antimicrobiana dos acidos organicos esta relacionada a
reducéo do pH e a capacidade de dissociacdo de suas carboxilas. Na forma nao
dissociada, esses acidos podem penetrar passivamente na célula microbiana,
produzem ions H+ diminuindo o pH intracelular. Esse processo faz com que haja
inibicdo da acdo de enzimas ou as células reagem eliminando os prétons com o
intuito de manutencdo do pH. Esse mecanismo faz com que o gasto energético
seja maior, resultando em morte do microrganismo (RUSSEL, 1992; BELLAVER
& SCHEUERMANN, 2004).
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Além disso, os &cidos organicos apresentam uma forte acao
bacteriostatica. Sdo absorvidos pelas bactérias, alterando o DNA presente no
nacleo da célula e impedindo a multiplicacédo celular (LANGHOUT, 2000).

Considerando a preocupag¢do quanto a presenca de Salmonella na
indastria avicola, atribuida a saude publica e a sanidade animal, o presente
trabalho foi proposto e objetivou avaliar a eficacia de &acidos organicos em
associacao ainda n&o utilizada em aves para o controle de Salmonella
Typhimurium. Para tanto, avaliou-se a persisténcia de Salmonella Typhimurium
nos 6rgdos e os parametros relacionados a funcao hepatica durante o periodo de

um a 28 dias de idade das aves.
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MATERIAL E METODOS

Aves e Instalagbes

O experimento foi realizado durante o periodo de janeiro a fevereiro de
2008 e desenvolvido no Nucleo Experimental de Doencas de Aves da Escola de
Veterinaria onde se realizou a contaminacdo experimental das aves, alojamento,
avaliacdo do desempenho e necropsias semanais com coleta de amostras. Os
exames histomorfométricos foram realizados no Laboratério de Histologia da
Universidade Federal de Goiads. Sendo que as analises microbioldgicas de
deteccdo e isolamento da S. Typhimurium foram realizadas no Laboratério de
Bacteriologia.

Manejo Experimental

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado
e disposto em esquema fatorial 3x2 avaliando os agentes inoculados (solugéao
salina a 0,85%, S. Typhimurium ao primeiro e ao sétimo dia apés nascimento) e
uso de acidos organicos - 4 kg/Tonelada (com e sem). Ao todo foram seis
tratamentos sendo cada um com sete repeticbes e 15 aves por unidade
experimental, totalizando 630 pintos de um dia distribuidos conforme mostrado no
Quadro 1.

Quadro 1 - Delineamento experimental detalhando os seis tratamentos.

TRATAMENTOS | Desafio S. Typhimurium Acidos N°de aves
organicos
Tl Sim (1°dia de idade) - Via inglavio Sim 105
T2 Sim (1°dia de idade) - Via inglavio N&ao 105
T3 Sim (7%14° dia de idade) - Racao Sim 105
T4 Sim (7%14° dia de idade) - Racao N&o 105
T5 N&o - Solugao salina a 0,85% Sim 105
T6 N&o - Solugao salina a 0,85% N&o 105
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O in6culo foi preparado com Salmonella Typhimurium isolada de
amostras oriundas de frangos de corte cedida por REZENDE (2002). Para
obtencdo do in6culo a cepa foi repicada em agar verde brilhante e incubada a
37C, por 18-20h. Por passagens sucessivas em meios de cultura, a cepa se
tornou acido nalidixico resistente. Em seguida, as células foram suspensas em
solucéo salina tamponada a 0,85%, mantidas a 4 e a concentracéo de 5,0 x 10°
UFC/0,5mL ajustada com auxilio da escala de Mac Farland (FERNANDEZ et al.,
2001). Sendo entdao confirmada pelo plagueamento das diluicbes decimais
seriadas em agar verde brilhante, com posterior incubacéo a 37°C e contagem
das UFC de Salmonella.

Os pintos dos tratamentos preconizados para inoculacdo da bactéria ao
primeiro dia de vida receberam via inglivio a dosagem de 5,0 x 10% unidades
formadoras de colonias (UFC) de S. Typhimurium. E os tratamentos controle nao
receberam a bactéria. Os tratamentos preconizados com contaminacao via racao,
receberam o desafio durante o periodo de sete a 14 dias apds ecloséo via ragédo
com a bactéria na concentracéo de 5,0 x 10 UFC de S. Typhimurium/ kg de racéo
de acordo com REZENDE (2002).

Os pintos do tratamento controle foram alojados em ambientes
diferentes dos contaminados, com o intuito de evitar contaminacdo cruzada,
porém mantendo similar ambiéncia e igual manejo.

As aves receberam igual manejo e as mesmas variaveis foram
estudadas, diferindo apenas o0s tratamentos entre si como especificado

anteriormente. Cada sala apresentava baterias de cinco andares cada.
Manejo alimentar

As racdes fornecidas aos animais, farelada a base de milho moido e
farelo de soja, sem antibidticos promotores de crescimento, foram formuladas de
acordo com a composicao e exigéncias nutricionais propostas por ROSTAGNO et
al. (2005) e todas as aves receberam racdo e agua “ad libitum”.

O composto de acidos organicos: benzdico (22,44%), fumarico
(41,34%) e HMTBa (28,40%) foi fornecido as aves de acordo com o protocolo
indicado pelo fabricante, sendo administrado na ragdo durante todo o periodo
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experimental na dosagem de 0,4%. Todos os tratamentos durante a mesma faixa
etaria receberam o mesmo nivel de energia e proteina. A racao pré-inicial, inicial e
de crescimento forneceram respectivamente, 2.950, 3.000 e 3.100 de energia
metabolizavel (kcal/kcal de racdo) e 22 %, 20,97% e 19,41% de proteina bruta.

Variaveis estudadas

Avaliacdo de fungéo hepética

Aos 14 e 28 dias de idade, com intuito de avaliacdo da funcdo hepética
das aves, foram coletados de uma ave por parcela, até 5,0 mL de sangue e
preparados os soros, sendo estes armazenados a -20°C por até duas semanas
para posterior determinacdo dos valores de ALT e AST. As analises foram
realizadas por método cinético com uso de kit reagente comercial da marca
“Labtest”.

Biometria hepatica

Nos dias sete, 14, 21 e 28, as aves foram submetidas a jejum alimentar
de duas a trés horas antes do inicio da necropsia para eliminacdo de conteudo do
trato digestério. Uma ave por parcela foi necropsiada, sendo o peso do figado
anotado, realizando-se o calculo relativo ao peso da ave, de acordo com
GRIEVES (1991).

Avaliacao histopatologica do figado

Apéds pesagem do figado, aos 14 e 28 dias, um fragmento deste 6rgéo
foi coletado de cada parcela visando avaliar os efeitos e provaveis lesfes
causadas pela Salmonella e pelos acidos organicos. Depois de retirar o
fragmento, a porgéo do figado foi submetida & andlise bacteriologica.

Os fragmentos de figado coletados para avaliagdo histopatologica
foram colocados em frascos previamente identificados contendo formol

tamponado a 10% para posterior processamento. Foram processadas 84
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amostras de acordo com a metodologia convencional de LUNA (1968). Apés 24h
da fixagao, os fragmentos foram recortados, acondicionados em cassetes e
identificados. Em seguida, foram lavados em agua de torneira para retirada de
excessos de pigmentos de formol e posteriormente desidratados em &lcool etilico
em série crescente, desde 70% até alcool absoluto. Posteriormente, procedeu-se
a clarificacdo com xilol e impregnacdo em parafina histolégica com ponto de fusédo
a 56° C. Os fragmentos foram incluidos em blocos de parafinas histoldgicas,
seccionados a cinco micrdbmetros em microtomo rotativo (American-Optical,
modelo Spencer-820), utilizando navalhas descartaveis, laminados, e corados
pelo método de Hematoxilina - Eosina (HE).

A avaliacao histopatologica foi realizada avaliando-se trés parametros:
irrigacao hepatica, integridade de hepatdcitos e presenca de infiltrado linfocitario.

Pesquisa de S. Typhimurium

Amostras de conteudo cecal, suabe de papo, bacgo e pool de figado e
coracgdo de aves controle e infectadas foram coletadas no ato da necropsia com
sete, 14, 21 e 28 dias de idade para analise bacteriol6gica e isolamento da S.
Typhimurium.

As aves que morreram durante o0 experimento também foram
necropsiadas, realizando-se a coleta do saco da gema, coracgédo, figado e baco,
com a finalidade de detectar a presenca da bactéria.

A pesquisa de S. Typhimurium foi realizada de acordo com o0 proposto
por GEORGIA POULTRY LABORATORY (1997) e BRASIL (2003), com algumas
modificaces descritas a seguir. Apos preparacdo das amostras de 6rgaos, estas
foram enriguecidas utilizando o caldo Selenito Cistina (CS) em aliquotas de 10 ml
e acondicionadas em estufa a 37°C/ 24h.

Apods este periodo, de cada cultura foram feitos repiques nos agares
Verde Brillhante, Hektoen e XLT4 e incubadas a 37°C/ 24h. De cada um dos
agares foram selecionadas de trés a cinco colbnias sugestivas da bactéria e
repicadas em agar triplice acucar ferro (TSI), seguindo-se incubacao a 37°C/24 h.

As amostras bacterianas que apresentaram reac0es e caracteristicas compativeis
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as do género Salmonella foram submetidas aos seguintes testes bioquimicos:
producéo de indol, producao de H,S, urease, descarboxilagao da lisina, vermelho
de metila (VM) e utilizacdo do malonato e motilidade.

Os tubos de andlise bioguimica foram incubados a 37°C por até quatro
dias, com leituras diarias, para as provas com resultados negativos nas primeiras
48 horas de incubacdo e para os testes de descarboxilacdo ou hidrélise de
aminoacidos. As amostras confirmadas bioquimicamente como Salmonella foram
submetidas aos testes soroldégicos com soros polivalentes anti “O”. Aquelas
confirmadas na bioquimica e na sorologia foram encaminhadas ao Instituto

Osvaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ) para tipificag@o soroldgica.

Andlises Estatisticas

Os resultados de biometria, mortalidade e bioquimica sérica sanguinea
foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5%. O programa estatistico utilizado foi o SAS (2000).

Para os estudos de colonizacdo de S. Typhimurium e histopatologia
hepatica foi utilizado teste descritivo, considerando apenas a freqiéncia

encontrada nas variaveis.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante todo o periodo experimental, as aves foram observadas e os
sinais clinicos foram diariamente observados. Verificaram-se discretas excretas
fluidas, as vezes com tamponamento de cloaca em poucas aves € em propor¢ao
semelhante em todos os tratamentos. Portanto, os aspectos clinicos pela
inoculacdo diretamente no inglavio e também na racdo ndo foram evidenciados
neste estudo, contrariando a afirmacdo de que algumas disfungcbes do sistema
digestorio por alguns sorovares de Salmonella paratificas podem ser notadas e
tém sido caracterizadas pelo acamulo de alimentos e fluidos ao redor da cloaca
nas primeiras semanas de vida (BARROW, 2000).

Analisando os resultados da Tabela 1, verifica-se que n&o houve
diferenca estatistica (p>0,05) nas taxas de mortalidade durante o periodo
experimental. Desta forma, a S. Typhimurium ndo foi patogénica e os acidos
organicos nao apresentaram toxicidade a ponto de levar a mortalidade. Também
VIOLA & VIEIRA (2007), utilizando mistura de acidos organicos, ndo encontraram
diferencas nos indices de mortalidade entre os tratamentos.

TABELA 1 — Mortalidade (%) e mortalidade transformada em frangos de corte
inoculados com Salmonella Typhimurium via inglavio e ragédo e
tratados com &cidos organicos distribuida durante as semanas
experimentais.

12 semana 22semana 32semana 42 semana

Acidos organicos (A)

Sem 0,32 (0,24) 0,56(0,24) 1,23(0,25) 0,60 (0,24)
Com 0,32 (0,24) 0,31(0,23) 0,00(0,23) 0,95 (0,24)
Agentes inoculados (S)

Placebo 0,00(0,23) 0,90 (0,24) 0,00 (0,23) 1,37(0,25)
ST- Inglavio 0,48 (0,24) 0,42 (0,23) 0,42 (0,23) 0,48 (0,23)
ST- Racgéo 0,48 (0,24) 0,00 (0,23) 1,43(0,25) 0,48 (0,23)
Fator de Variagéo (%)

Acidos organicos NS NS NS NS
Agentes inoculados NS NS NS NS
AXS NS NS NS NS
C.V. 11,28 13,06 16,62 16,69

Letras diferentes na mesma coluna e em mesma faixa etaria indicam diferengas significativas
utilizando teste de Tukey 5%.

As aves que morreram, no decorrer do experimento, tiveram o saco

vitelinico, bagco e pool de figado e coracdo coletados e submetidos a analises
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bacteriol6gicas. Todas as trés aves (100%) do controle positivo inoculado com S.
Typhimurium encontradas mortas apresentaram positividade para a bactéria nos
orgaos, submetidos a analise bacteriologica e tipificacdo sorolégica (FIOCRUZ).
As cinco aves (100%) dos controles negativos e as duas aves (100%) inoculadas
com a bactéria e tratadas com acidos organicos apresentaram auséncia do
patdgeno nas amostras de 6rgaos analisadas.

Aos sete, 14, 21 e 28 dias sete aves aparentemente normais, de cada
tratamento, foram pesadas e sacrificadas. Suabes dos ingluvios, conteddos dos
cecos, baco e pool de figado e coragdo foram coletados e submetidos a analise
bacteriolégica (Tabela 2 e Figura 1).

TABELA 2 — Presenca (%) de frangos com sete, 14, 21 e 28 dias de idade

inoculados experimentalmente via ingluvio e racdo com Salmonella
Typhimurium e tratados com &cidos orgéanicos.

Tratamento/ idade 7 dias 14 dias 21 dias 28 dia s Total
INGLUVIO

Inglavio/ sem Acidos *4/5 (80%) 0/5 (0%) 1/5 (20%) 1/5 (20,0%) 6/20 (30,0%)

Inglavio/ com Acidos 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5(0,0%) 0/20 (0,0%)

Rag&o/ sem Acidos : 1/5(20%) 0/5 (0%) 1/5(20,0%) 2/15 (13,3%)
Raco/ com Acidos : 0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%)  0/15 (0,0%)
CECO

Ingltvio/ sem Acidos 5/5(100%) 5/5(100%) 3/4(75%) 2/7(28,5%) 15/21 (71,4%)
Ingltvio/ com Acidos  0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5(0%) 1/5(20%) 1/20 (5%)
Rac&o/ sem Acidos - 0/5 (0%) 2/5 (40%) 1/5(20%)  3/15 (20%)
Rac&o/ com Acidos - 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/15 (0%)
FIGADO E CORACAO

Ingltvio/ sem Acidos  4/5 (80%)  4/5 (80%) 2/4 (50%) 3/7 (42,8%) 13/21 (61,9%)
Ingltvio/ com Acidos  0/5 (0%) 0/5 (0%) 2/5 (40%) 0/5 (0%) 2/20 (10%)

Rac&o/ sem Acidos - 0/5 (0%) 3/5 (60%) 2/5(40%) 5/15 (33,3%)
Rac&o/ com Acidos - 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/15 (0%)
BACO

Ingltvio/ sem Acidos  4/5 (80%) 5/5 (100%) 4/4(100%) 2/7(28,5%) 15/21 (71,4%)
Ingltvio/ com Acidos  0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%)  0/5 (0%) 0/20 (0%)
Rac&o/ sem Acidos - 0/5 (0%) 1/4 (25%) 2/5(40%)  3/14 (21,4%)
Ragao/ com Acidos - 0/5(0%)  0/5(0%) 0/5 (0%) 0/15 (0%)

* Namero de isolamentos positivos/ nimero de amostras analisadas.
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Também a racdo dos grupos contaminados via ra¢do foram analisadas
pela bacteriologia convencional e tiveram sua positividade confirmada. Por sua
vez, todas as aves necropsiadas dos controles negativos, demonstraram auséncia
da bactéria. Observa-se que S. Typhimurium utilizada experimentalmente na
dose de 5,0 x 10° UFC/ 0,5mL/ ave, como agente desafiante, foi capaz de

promover a invasao dos 6rgaos e colonizar o sistema digestorio.

fig+cor

B Inoculagao ingluvio 30 71,4 61,9
O Inglavio com acido 0 5 10
B Inoculacdo Racdo 13,3 20 33,3
B Ragéo com acido 0 0

FIGURA 1 - FreqUéncia total de isolamento nas andlises bacteriologicas do
inglavio, ceco, pool de figado e coragcdo e baco em aves
aparentemente  saudaveis inoculadas com  Salmonella
Typhimurium viam inglavio e ragdo e tratados com &cidos
organicos.

A elevada deteccdo nos Orgdos é justificada pela afirmativa de que,
ap6s ingestdo oral, Salmonella coloniza o sistema digestério da ave,
especialmente os cecos, e posteriormente penetra na mucosa epitelial (DESMIDT
et al., 1997). Salmonella é capaz de replicar dentro dos fagossomos,
sobrevivendo assim dentro dos macréfagos e disseminando-se aos 6rgaos
internos, tais como o figado, o baco e tecidos reprodutivos estabelecendo um
quadro de infeccao sistémica (BOHEZ et al., 2008). Caso o organismo da ave ja
tenha desenvolvido tecidos linféides associados ao sistema digestério, pode
ocorrer eliminacdo do patogeno (DESMIDT et al. 1997; HENDERSON et al.
1999).
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Apesar da menor freqiéncia de recuperacdo do patdégeno no ingluvio
no presente estudo, deve ser considerada a importancia deste 6rgdo na potencial
contaminacdo de carcaga que pode ocorrer durante o abate. O papo das aves,
por constituir-se de um meio &cido, ajuda na protecdo do sistema digestoério
contra patogenos, fornecendo uma barreira natural de protecdo. No entanto, o
periodo de jejum que precede o abate ocasiona redu¢cdo no numero de bactérias
laticas, resultando em aumento no pH do ingluvio, e conseqlientemente, aumento
da populagdo de microrganismos patogénicos, como S. Typhimurium no inglavio
(HINTON et al., 2000; BYRD et al., 2001).

Assim como neste experimento, também BRITO et al. (1995),
inoculando pintos de um dia de vida com S. Typhimurium, via racdo e inglavio
verificaram que a colonizacdo do sistema digestorio e de 6rgdos viscerais ocorreu
de forma mais r4pida e intensa em aves inoculadas via inglavio.

Observa-se também na Figura 1 e Tabela 2, que 0s grupos tratados
com &cidos orgéanicos, independente da via de administracdo de S. Typhimurium
obtiveram menores freqliéncias de isolamento em todos os 6rgdos analisados que
Seus grupos que receberam a racdo com o0s &cidos.

Esse resultado é justificado pela afirmativa de que os acidos organicos
apresentam beneficios como: reducdo de bactérias acido-intolerantes como
Salmonella sp., promovendo melhoria da digestibilidade da energia e da proteina,
provavelmente, devido a reducdo da carga microbiana. A reducdo microbiana no
intestino diminui a producdo de amdnia e outros metabdlitos e reduziu o estimulo
imune local, resultando na melhoria da saude intestinal (POPHAL & OETTING,
s.d.).

Também aos sete, 14, 21 e 28 dias, o figado de uma ave por parcela
foi pesado e realizado o célculo para peso relativo do 6rgdo. Observa-se na
Tabela 3 que houve interacdo (p<0,05) nesta variavel aos sete, 21 e 28 dias e 0s
desdobramentos estdo apresentados na Tabela 4. Nota-se que aos sete dias
(Tabela 4) o grupo inoculado com placebo e tratado com &cidos organicos
apresentaram menor peso de figado (p<0,05) que seu respectivo grupo sem

acido.
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TABELA 3 — Peso relativo do figado (g) aos sete, 14, 21 e 28 dias de idade em
frangos de corte inoculados com Salmonella Typhimurium via
inglavio e racao e tratados com &cidos organicos.

7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Acidos organicos (A)
Sem 3,98 2,97 3,09 2,98
Com 4,27 2,88 2,64 2,82
Agentes inoculados (S)
Placebo 3,72 2,84 2,25 1,95
ST- Inglavio 4,53 2,97 3,13 3,18
ST- Racéo - 2,97 3,22 3,55
Fator de Variagéo (%)
Acidos organicos NS NS <0,01 NS
Agentes inoculados <0,01 NS <0,01 <0,01
AXS <0,01 NS <0,01 0,01
C.V. 13,46 8,91 15,81 11,67

Letras diferentes na mesma coluna e em mesma faixa etaria indicam diferencas significativas
utilizando teste de Tukey a 5%.

O mesmo efeito foi observado aos 21 dias no grupo inoculado via
inglavio e tratado com acidos organicos. Por sua vez, LI et al. (2008), abordando
os indices de biometria do figado, mostraram uma tendéncia a decréscimo no
peso deste 6rgdo, com a utilizacdo de associacdo com acido fumérico, benzdico e

HTMBa a 0,5% e 1% quando comparada com grupo controle.

TABELA 4 — Desdobramento das interacfes entre agentes inoculados e de 4cidos
organicos para peso de figado (g) em frangos inoculados com
Salmonella Typhimurium e tratados com acidos organicos.

Peso figado sete dias

Agentes inoculados

] Placebo ST- Ingldvio
Acidos organicos

Sem 3,28Bb 4,68Aa
Com 4,16Aa 4,37Aa

Peso figado 21 dias

Agentes inoculados

] Placebo ST- Inglavio ST- Racéo
Acidos organicos

Sem 2,22Ab 3,67Aa 3,36Aa
Com 2,27Ab 2,58Bab 3,07Aa

Peso figado 28 dias

Agentes inoculados

] Placebo ST- Inglavio ST- Racéo
Acidos organicos

Sem 2,00Ac 3,08Ab 3,85Aa
Com 1,90Ab 3,29Aa 3,26Ba

Letras mailsculas (minlscula) diferentes na mesma coluna (linha) diferem estatisticamente
utilizando teste de Tukey a 5%.
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Observa-se também (Tabela 4) que o grupo inoculado com placebo
obteve menores valores que os inoculados aos sete, 21 e 28 dias. O aumento do
peso de figado, relacionado aos grupos inoculados, provavelmente é resultante
de um processo infeccioso, pela disseminacdo da Salmonella nos o6rgaos
sistémicos. Esta observacéao encontra respaldo no estudo realizado por BARROW
(1999) quando afirmou que a Salmonella € capaz de disseminar aos 6rgaos
internos, tais como o figado, estabelecendo um quadro de uma infeccéo
sistémica. Também XIE et al. (2000) verificaram aumento (p<0,05) do peso
relativo do figado de todos os frangos de corte quando inocularam LPS de
S. Typhimurium. Da mesma forma, VAN HEMERT et al. (2006) verificaram um
aumento no namero de UFC nas amostras de figado analisadas, até o sétimo dia
apos inoculacéo da bactéria.

Aos 14 e 28 dias, de uma ave por parcela foi coletado sangue e 0 soro
foi submetido a andlise com kits comerciais para determinacdo dos niveis de
enzimas hepaticas AST e ALT. Essas variaveis bioquimicas tém sido usadas
como auxiliares do diagndstico de enfermidades nos animais domésticos, contudo
existem poucos trabalhos sobre os niveis de referéncia dessas variaveis em aves,
sendo talvez a causa da pouca utilizacdo de exames de laboratorio na area de
patologia aviaria.

Observa-se (Tabela 5) que a inoculagéao de S. Typhimurium influenciou
(p<0,05) os valores de ALT aos 28 dias. Sendo que aves inoculadas via inglavio
apresentaram maiores valores que o0 grupo inoculado via racdo. Também houve
diferencas (Tabela 5), quando da adicdo de &cidos orgéanicos, sendo observado
maior valor para ALT. A elevagdo dos niveis sérico-enziméticos atribuida a
disfuncao hepatica pode ser decorrente da ruptura dos hepatdcitos, resultantes de
necrose, ou das alteracées na permeabilidade da membrana celular (ALT, AST)
(BORSA et al., 2006).
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TABELA 5 — Resultado de bioquimica sérica hepatica para valores das enzimas:
AST (Aspartato Aminotransferase) e ALT (Alanina
Aminotransferase) aos 14 e 28 dias de idade em frangos de corte
inoculados com Salmonella Typhimurium via inglavio e racdo e
tratados com acidos organicos.

14 dias 28 dias

AST ALT AST ALT
Acidos organicos (A)
Sem 291,86 16,95 322, 42 7,76 B
Com 278,09 13,76 322, 33 10,47A
Agentes inoculados (S)
Placebo 292,43 19,86 293,92 8,57 AB
ST- Inglavio 284,28 13,36 375,28 11,43 A
ST- Racgéo 278,21 12,86 297,93 7,36 B
Fator de Variagéo (%)
Acidos organicos NS NS NS 0,04
Agentes inoculados NS NS NS 0,04
AXS <0,01 NS NS NS
C.V. (%) 20,46 61,27 30,04 46,85

Letras diferentes na mesma coluna e em mesma faixa etaria indicam diferengas significativas
utilizando teste de Tukey a 5%.

Na Tabela 6, nota-se que somente o grupo inoculado via inglavio, que
receberam os acidos organicos demonstraram diferencas (p<0,05) com menores
valores de enzima AST que seu respectivo grupo sem acidos. Esse dado,
levando em consideracdo a citacdo anterior de BORSA et al. (2006), é positivo,
pois com a adicdo do produto provavelmente, houve impedimento de injarias
teciduais que seriam provocadas por Salmonella e sugere-se também que o

acidos organicos nao foram hepatotoxicos.

TABELA 6 - Desdobramento das interacdes significativas entre agentes
inoculados e utilizacdo de &cidos organicos para valores de AST
aos 14 dias de idade em frangos de corte inoculados com
Salmonella Typhimurium via inglavio e racdo e tratados com
acidos organicos.

Agentes inoculados

Placebo ST- Inglavio ST- Racgéo
Acidos organicos
Sem 272,71Aa 346,71Aa 256,14Aa
Com 312,14Aa 221,86Ba 300,29Aa

Letras mailsculas (mindscula) diferentes na mesma coluna (linha) indicam diferencas
significativas utilizando teste de Tukey a 5%.
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Por isso, as alteracbes observadas neste experimento, sao justificadas
pela afirmativa que a Aspartato aminotransferase (AST) é uma enzima
citoplasmatica e mitocondrial presente em varios tecidos como figado, musculo
esquelético e cardiaco, de todas as espécies domésticas com alta atividade no
figado, portanto, na injuria hepatica aguda ou crénica, a atividade sérica de AST
esta elevada (FRANCISCATO, 2006).

O aumento de AST pode ser atribuido as alteracdes da permeabilidade
de células hepéticas e/ou de sua morte, ja que certas enzimas podem ser
detectadas no soro sanguineo, portanto a elevacéo da atividade enzimatica esta
relacionada com o grau de leséo nos hepatécitos (BUTKERAITIS, 2003).

Assim como a bioquimica sérica, os achados histopatoldgicos também
podem ser utilizados para detectar varias anormalidades hepaticas e ajudar no
diagnostico de doencas em aves. Aos 14 e 28 dias de idade, com o intuito de
averiguar lesdes histopatoldgicas, foi coletado fragmento de figado de uma ave
por parcela e foram confeccionadas laminas (Tabela 7).

TABELA 7 — Alteracdes histopatoldgicas reveladas em 84 analises de figado aos
14 e 28 dias de frangos inoculados com Samonella Typhimurium via
inglavio e racao e tratadas com &cidos organicos.

14 dias 28 dias

Tratamentos Necrose _Infiltr_afj ° Necrose _Infiltr_afj °

linfocitario linfocitario
Controle negativo 0% 0% 0% 0%
Controle negativo dos acidos 0% 0% 0% 0%
Inoculag&o no inglavio 14,3% 14,3% 71,4% 28,6%
Salmonella inglavio e acidos 14,3% 0% 66,6% 14,3%
Inoculacdo na ragao 14,3% 0% 100% 14,3%
Salmonella racao e acidos 14,3% 0% 50% 14,3%

Aos 14 dias e 28 dias, o0 grupo controle negativo assim como o controle
negativo dos &cidos organicos na andlise histopatolégica do figado, né&o
demonstrou nenhuma lesdo digna de ser relatada. Esse dado indica que os
acidos nao produziram efeito téxico sobre o organismo das aves.

JA os grupos inoculados com S. Typhimurium ndo apresentaram
diferencas relevantes entre si aos 14 dias, porém diferiram dos grupos controles

por apresentarem focos de necrose dos hepatocitos. O grupo inoculado com o
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patdgeno via inglavio apresentou alteracdes mais severas predominando um
guadro de necrose difusa (1/7) e (1/7) com infiltrado peri-portal.

Aos 28 dias, os grupos inoculados com S. Typhimurium e tratados com
acidos organicos mostraram melhores resultados (66,6% e 50%), com menor grau
de lesdo nos hepatdcitos que seus respectivos grupos sem acidos (71,4% e
100%), porém com pior resultado que os grupos controle negativo. Esse ultimo
fato pode ter relacdo com niveis mais elevados de ALT observado, durante o
mesmo periodo, para o grupo com acidos organicos em detrimento do grupo
controle sem acidos.

Também aos 28 dias, os grupos inoculados sem tratamento com
acidos organicos, diferiram do controle negativo por grau de alteracdes hepaticas,
jA que apresentaram necrose massiva nas laminas observadas. Sendo que assim
como aos 14 dias, o grupo inoculado via inglavio também apresentou maiores
alteracbes que todos os seis grupos, onde uma parcela (1/7) apresentou multiplos
focos de infiltrado linfocitario (granuloma) e uma parcela (1/7) com infiltrado peri-
portal.

Embora as lesGes sejam bastante diversas, achados microscopicos de
necrose multifocal dos hepatécitos com infiltracdo linfocitaria no parénquima
hepatico podem ser vistas em casos agudos por bactérias (BARCELOS, 2005).
Em experimento conduzido por BRITO et al. (1995) pintos de um dia de vida
foram inoculados com S. Typhimurium via racdo e inglavio. Ao exame
histopatologico os figados apresentaram varias areas de necrose nos hepatocitos,
heterdéfilos e infiltracdo de células mononucleares. DESMIDT et al. (1997),
argumentaram que aves infectadas por Salmonella podem apresentar granulomas

gue uma vez reativados ocasionam infecgdes em frangos.
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CONCLUSOES

Os acidos organicos (acido benzéico, fumarico e 2-hidréxi-metiltio-
butandico) foram eficazes no controle na Salmonella Typhimurium na dosagem de
0,4% na racao, conferindo menores freqiéncias de isolamento dos 6rgdos e nédo

promovendo lesfes nas células hepéticas.
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CAPITULO 4 — CONSIDERACOES FINAIS

Uma necessidade de mercado tem sido a crescente preocupacao da
populagdo com o consumo de carne de frango de qualidade, isso sé é possivel
através da adogéo de procedimentos que visam controlar Salmonella sp.

Para este controle, o uso de antibiéticos promotores de crescimento
tem demonstrado utilidade em estabilizar a microbiota intestinal e melhorar o
desempenho de aves, além de prevenir processos patoldgicos intestinais
especificos. Estudos realizados indicam que a simples retirada dos antibiGticos
promotores de crescimento da dieta de frangos de corte gera um impacto
negativo sobre a saude animal e aumento da mortalidade. No entanto, ha um
guestionamento crescente em relacdo a essa pratica.

Desse modo, surge a necessidade de se introduzir estratégias novas a
fim de contornar tais efeitos. Uma abordagem nutricional amplamente utilizada é o
uso de novos aditivos alimentares como os acidos organicos que sao eficazes na
melhoria do desempenho das aves, hipoteticamente através de uma modulagéo
da microbiota no trato intestinal.

Estas consideragbes argumentam o presente estudo e a partir da
analise do conjunto de todas as variaveis, foi possivel verificar que os acidos
organicos melhoraram os parametros de desempenho e a saude intestinal na
dosagem de 0,4% na racgéo, conferindo melhores resultados quando da utilizagéao
do produto nas condi¢cdes deste experimento.

O composto com acidos organicos na dosagem utilizada também
demonstrou efichcia na eliminagdo da Salmonella Typhimurium conferindo
menores frequéncias de isolamento dos 6rgdos e com melhores resultados nos
parametros hepaticos.

Como a concentragcdo foi eficaz para o objetivo proposto, estudos
posteriores com menores concentragdes sdo Uteis, jA que poderdo gerar menor
custo para os produtores na utilizacdo do composto de acidos organicos do
presente estudo. Da mesma forma, pesquisas que comprovem a eficacia do
produto no controle de outros sorovares de Salmonella e patdégenos relacionados

a saude publica serdo importantes. Além disso, a administracdo em outra via
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diferente da utilizada, como na agua de bebida, por exemplo, poderia ser utilizada
na fase de jejum que antecede o abate das aves.

Porém apesar do composto ter gerado bons resultados no controle de
Salmonella Typhimurium, medidas de biosseguridade e manejo devem ser
adotadas para eliminacdo ou controle deste patdgeno na industria avicola visando

o fornecimento de alimentos seguros ao homem.



