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RESUMO

Foi conduzido um experimento utilizando-se 504 pintainhas de um dia, de
linhagem comercial Hubbard para corte, com o objetivo de avaliar o efeito de uma
mistura de acidos organicos adicionada a racdo, no controle da Salmonella em
aves experimentalmente desafiadas com S. Enteritidis e S. Enteritidis associada a
Eimeria tenella. As aves foram distribuidas seguindo-se um delineamento
inteiramente ao acaso em esquema fatorial 3x2, com a adicdo ou ndo de acido
organico na racdo e a presenca de desafio com S. Enteritidis e E. tenella, S.
Enteritidis isolada ou sem nenhum desafio, totalizando seis tratamentos com seis
repeticdes cada um, utilizando-se 14 aves por unidade experimental. Os dados
estatisticos foram analisados empregando-se o programa SAS sendo adotado
para comparacdo entre as medias, o teste de Tukey (variaveis quantitativas) e
Kruskal-Wallis (variaveis qualitativas) para p<0,05. As aves que receberam racao
contendo &cidos organicos apresentaram melhorias no desempenho zootécnico
aos sete, 21 e 28 dias. As aves inoculadas apenas com S. Enteritidis e as aves
inoculadas com S. Enteritidis e E. tenella apresentaram piores indices de
desempenho zootécnico (p<0,05) aos 21, 28 e 35 dias de vida. O peso do baco e
0 pH do intestino delgado e dos cecos nao foram influenciados (p>0,05) pela
adicdo de acidos organicos na racao.Todos os tratamentos desafiados com S.
Enteritidis e que receberam acidos apresentaram menor freqiiéncia de isolamento
da bactéria nos 6rgaos analisados. Foi também observada reducdo no niamero de
oocistos de E. tenella nas excretas e no conteudo cecal nos tratamentos que
receberam acidos organicos, bem como reducdo dos escores de lesdo intestinal
provocadas pela infeccdo por E. tenella. Os &acidos organicos promoveram
melhorias no desempenho zootécnico dos frangos de corte, beneficiando a saude
intestinal com reflexos positivos no controle da Salmonella Enteritidis juntamente
com a Eimeria tenella.

Palavras-chave: acidificantes, aves, coccidiose, contaminagao.
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ORGANIC ACIDS IN Salmonella Enteritidis's CONTROL IN CHICKENS OF
CUT CHALLENGED EXPERIMENTALLY WITH Salmonella Enteritidis AND
Eimeria tenella

ABSTRACT

This experiment was carried out using 504 one-day-old Hubbard female chicks, in
order to evaluate the effect of a mixture of organic acids added to the ration, on
the control of Salmonella in birds experimentally confronted with S. enteritidis and
S. enteritidis associated with Eimeria tenella. The birds were distributed following a
totally randomized sequence in factorial way 3x2, added or not the organic acid to
the ration and the presence of challenge with S. enteritidis and E. tenella, isolated
S. enteritidis or without challenge at all, totalizing six treatments with six repetitions
each one, using 14 birds by experimental unit. The statistic data was analyzed
using the program SAS, adopted to compare the averages, the Tukey test
(quantitative variables) and Kruskal-Wallis (qualitative variables) to p< 0,05. The
birds that received organic acid enriched ration had improvement in the
performance at 7, 21 and 28 days. The birds inoculated only with S. enteritidis and
the birds inoculated with S. Enteritidis and E. tenella presented worse levels of
zootecnic performance (p<0,05) at 21, 28 and 35 days of life. The spleen weight
and the thin intestine and cecum pH were not influenced (p>0,05) by the addition
of organic acids to the ration. All the treatments challenged with S. enteritidis and
which received acids presented minor frequency of bacteria isolation in the
analyzed organs. It was also observed a reduction on the number of oocists of E.
tenella in the excretes and in the cecum content in the treatments which had
organic acids, as well as reduction of intestinal damage scores caused by infection
with E. tenella. The organic acids promoted improvement on the zootecnic
performance on cut chicken, improving intestinal health with positive
consequences on control of S. enteritidis together with Eimeria tenella.

Key words: acidifying, birds, coccidiosis, contamination.



1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior exportador e o terceiro maior produtor de carne de
frango no mundo, fato este que tem causado bastante interesse e grandes
investimentos no setor avicola. Dados do ultimo relatério anual da Associacao
Brasileira dos Produtores e Exportadores de Frango (ABEF), referente ao ano de
2007, revelam que a carne de frango € o terceiro maior produto nas exportacoes
do agronegdcio, e 0 quinto na pauta brasileira de exportacdo. Neste mesmo ano,
foram produzidas 10,2 milhdes de toneladas de carne de frango, sendo 3,3
milhdes de toneladas destinadas ao mercado externo. Internamente, o mercado
também é promissor, haja vista que em 2006, o consumo de carne de frango foi
de 35,68 kg/hab/ano, o que representou aumento de mais de 60% nos ultimos 10
anos (ABEF, 2009).

A manutencdo da competitividade do Brasil no mercado de carne de
aves, sO é possivel gracas ao esforco conjunto de diversas entidades, tanto
publicas quanto privadas que, simultaneamente, colaboram para que se
produzam as condicbes necessarias para o fortalecimento deste setor.
Melhoramento genético, manejo eficiente, controle sanitario, modernizacdo das
instalacdes, alimentacdo e nutricdo adequadas sdo elementos necessarios para

se obter elevados indices zootécnicos.

Dentre os fatores citados, a alimentacdo merece destaque, visto que
representa cerca de 70% dos custos de producdo, sendo assim intensamente
explorada cientificamente. Constantemente os pesquisadores buscam alternativas
para aliar a reducdo do custo das dietas o beneficio as aves e a satisfacdo do

mercado consumidor, que anseia por alimentos seguros (RIZZO, 2008).

A intensificacdo da producéo animal acaba por favorecer a introducao,
multiplicacdo e disseminacdo de agentes patogénicos, especialmente
microrganismos da microbiota intestinal dos animais. Estes microorganismos,
muitas vezes causam modificagbes organicas, e acabam sendo responsaveis

pela diminuicdo do desempenho dos animais. Além disso, 0S microrganismos



patogénicos também podem levar a contaminagdo da carne, desencadeando

enfermidades de origem alimentar nos homens.

Os aditivos antimicrobianos vém sendo utilizados desde a década de
40, para propiciar produtividade adequada a animais criados sob condi¢cGes cada
vez mais intensivas, permitindo-lhes aumento na taxa de crescimento, eficiéncia
de utilizagdo dos alimentos, reducdo da mortalidade e melhora da eficiéncia
produtiva, além da producdo de um alimento sanitariamente seguro ao
consumidor. Dessa forma, o uso de antibidticos em niveis sub-terapéuticos
tornou-se por muitas décadas pratica rotineira no desenvolvimento de estratégias

nutricionais (SANTOS, 2003) para melhorar o desempenho animal.

Entretanto, ultimamente a industria de alimentacdo animal tem passado
por mudancas significativas, no sentido de se adequar as novas exigéncias do
mercado consumidor e a legislacéo vigente. Isso porque apés longo tempo de uso
dos antimicrobianos na nutricdo dos animais, estes passaram a ser questionados
como fatores de risco para a saude animal e humana.

O desenvolvimento da avicultura industrial ocorreu em funcdo da sua
grande aceitacdo pelo mercado como fonte de alimento de qualidade e preco
acessivel. Sendo assim, os programas de prevencédo e de controle de Salmonella
em aves tém sido elaborados visando evitar as enfermidades avicolas e os
produtos alimenticios de origem avicola como fonte de infeccdo para os seres
humanos (BERCHIERI JUNIOR, 2000). Além disso, programas de controle de
residuos de antibidticos e quimioterapicos nos produtos alimenticios,
principalmente na carne, tém sido exigidos pelo Ministério da Agricultura Pecuéria
e Abastecimento (MAPA) para comercializagdo nacional e internacional desses

produtos.

Dentre as acdes dirigidas especificamente as aves para controle da
salmonelose em criacbes comerciais, estdo incluidos os produtos de excluséo
competitiva, probidticos, acidos organicos, vacinas, antibiéticos, programas de
monitoramento, entre outros. Todas essas medidas, assim como O

estabelecimento da biosseguranca nas integracdes avicolas, tornaram-se



ferramentas imprescindiveis na criacdo comercial de aves e uma exigéncia para
atender as demandas no comércio internacional de produtos avicolas.

A partir de janeiro de 2006, a Unido Européia proibiu o uso de qualquer
tipo de antibidtico e quimioterdpico como promotor de crescimento na producao
animal. Nesse contexto, tem aumentado a procura por promotores de crescimento
alternativos que garantam maximo crescimento dos animais e mantenham a

qualidade do produto final.

A simples retirada dos antibioticos promotores de crescimento da dieta
de frangos leva a diminuicdo média no desempenho das aves de 3,0 a 7,0%, com
impacto negativo sobre a saude animal e aumento na mortalidade. Embora se
discuta a relevancia pratica desses estudos, ha um consenso geral de que a
proibicdo total no uso dos antibidticos promotores de crescimento resulte em
menor lucratividade para o setor. Estd claro que, em dietas sem antibitticos
promotores de crescimento, h& necessidade de se introduzir novas estratégias a
fim de contornar os efeitos negativos no desempenho e na saude das aves
(LANGHOUT, 2005).

Atualmente, existem novos aditivos alimentares disponiveis no
mercado com esses objetivos, entre eles os probidticos, enzimas, acidos
organicos e extratos de microrganismos ou plantas introduzidos na racao ofertada
aos animais.

Uma vantagem dos aditivos alimentares beneficiadores de crescimento
em relacdo aos antibioticos é a auséncia da resisténcia bacteriana. Esse fator
representa um aspecto importante em relacdo aos riscos de saude publica e
seguranca dos produtos finais (SANTOS, 2003).

Agentes acidificantes e acidos organicos vém sendo estudados desde
o inicio da década de 80, mostrando resposta positiva no desempenho de aves e
suinos. Sugere-se também que os acidos organicos podem reduzir o pH
estomacal, o que poderia acarretar em aumento da atividade de algumas enzimas
e promover aumento na proliferacdo de células do célon e do jejuno (MAIORKA
et al.,, 2004), reducdo na carga microbiana do trato digestivo, entre outros
(BELLAVER & SCHEUERMANN, 2004).



O uso de &cidos organicos na alimentacdo de aves tem sido
frequentemente discutido por nutricionistas e patologistas. O emprego desses
aditivos tem crescido mundialmente, e os técnicos devem estar preparados para
avaliar os beneficios inerentes ao uso dessas substancias.

Diante do exposto, com este trabalho objetivou-se avaliar o efeito de
uma mistura de acidos organicos (propiénico, aceético e formico associados a um
carrier mineral como veiculo) adicionada a racdo no controle da Salmonella em
frangos de corte experimentalmente desafiados com S. Enteritidis e S. Enteritidis
associada a Eimeria tenella sobre variaveis de desempenho zootécnico, aspectos

clinico-patoldgicos, analises microbioldgicas e parasitoldgicas.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Saude intestinal de frangos de corte

A alta produtividade observada na exploracdo avicola decorrente do
rapido ciclo de producédo e da grande demanda por produtos de origem avicola
depende, dentre outros fatores, principalmente da obtencdo adequada de
nutrientes pelo organismo. A manutencgéo da sanidade das aves, em especial aos
agentes que atuam sobre o trato gastrintestinal, € de grande importancia para a
producado de frangos de corte, pois essa € a via de entrada dos nutrientes para o
desenvolvimento da ave. Considerando que a racao representa de 70 a 80% dos
custos de producéo, a integridade dos mecanismos digestivos e absortivos dos
nutrientes no trato digestivo, ou seja, a integridade das células epiteliais da
mucosa gastrintestinal € de vital relevancia para o bom desempenho das aves
(MAIORKA et al., 2002).

A partir deste enfoque, BARRETO (2007) afirmou que o bom
desempenho e expressdo do potencial genético estdo diretamente relacionados
com o perfeito equilibrio e integridade do trato gastrointestinal das aves, que deve
ser mantido livre de injurias desde o nascimento até o abate.

O trato gastrointestinal (TGI) das aves é estérii no momento da
eclosdo, mas no periodo imediatamente posterior ocorre rapida colonizacao por
grande numero de espécies bacterianas. Ocorre um equilibrio na populacao
microbiana do TGI e parece nao existir uma microbiota tipica, uma vez que
fatores como composicdo do alimento e presenca de patdgenos afetam as
espécies bacterianas de maneira diferenciada (ITO et al., 2004).

O termo “microflora” € usado para descrever a populagao bacteriana
gue habita o intestino. A microflora intestinal forma um sistema complexo e
dindmico, responsavel por influenciar decisivamente fatores microbiologicos,
imunologicos, fisiolégicos e bioquimicos do hospedeiro (TANNOCK, 1998).

A microflora intestinal desempenha papel crucial no processo

digestorio, favorecendo o metabolismo dos carboidratos, intensificando a digestao



do amido, metabolismo das proteinas, lipidios e minerais, sintese de vitaminas e
digestdo cecal dos componentes fibrosos. Indiretamente, a microbiota bacteriana
equilibrada contribui com a exclusdo e/ou competicdo com bactérias patogénicas
como Escherichia coli, Clostridium sp. e Salmonella sp. (ITO et al., 2000).

A microflora pode ser considerada um “6rgdo” metabolicamente ativo,
sujeito a variacdo na composicao e numero de espécies presentes (SAAVEDRA &
TSCHERMIA, 2002). Os beneficios da microflora equilibrada proporcionam a
inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas, estimulo ao sistema imune
(influenciando o namero, distribuicdo e grau de ativacdo da populacdo de células
do sistema imune intestinal), sintese de vitaminas (B, B9, K e E), reducdo da
producdo de gases e melhor digestdo e absor¢cdo dos nutrientes. Por outro lado,
variagdes extremas que resultam em excessiva oferta de substrato ou supresséo
das bactérias benéficas podem apresentar efeitos prejudiciais ao hospedeiro,
como diarréia, infeccdes, distlrbios hepaticos, carcinogénese, putrefacéo
intestinal, reducado da digestéo e absorcéo de nutrientes (WELTIZIEN, 2003).

O balanco microbiano intestinal esta relacionado a varios fatores, entre
eles podemos citar: fatores nutricionais (proteinas enzimaticas intestinais, acidos
biliares conjugados e uréia), condicdes ambientais (oxigénio, temperatura, pH,
peristaltismo, turnover da célula epitelial, muco, dieta, presenca de células
fagociticas, genética e idade do hospedeiro) e fatores microbianos (acido latico,
acidos graxos volateis, motilidade, antibioticos, competicdo por nutrientes e
aderéncia ao epitélio) (MILES et al., 2006).

A alta densidade populacional e outros fatores de estresse tais como
transporte do incubatério as granjas comerciais, vacinacdes e mudanca de
temperatura a que estdo expostos as aves em condicbes normais de criagéo,
podem alterar o balanco microbiano intestinal e predispor as aves a diversas
infeccbes, além de reduzir os indices de produtividade (ANDREATTI FILHO &
SAMPAIO, 1999).

Microrganismos patogénicos como a Salmonella sp. e alguns sorotipos
de Escherichia coli podem causar severos prejuizos a saude intestinal das aves
refletindo em distarbios ao organismo animal. Estes microrganismos aderem ao
epitélio intestinal, produzindo enterotoxinas que ocasionam mudancgas do fluxo de

agua e eletrdlitos no intestino delgado, resultando em diarréia (SAULLU, 2007).



Sendo assim, a manuten¢do da saude intestinal € fundamental para a
otimizacdo da expressdo genética das aves e, consequentemente, o melhor
desempenho das mesmas, pois possibilita uma adequada obtencéo de energia e
nutrientes pelo organismo. E importante que se estabelecam critérios de manejo
gque mantenham a integridade funcional dos diferentes tipos celulares que
compdem e caracterizam os oOrgdos do aparelho digestério e suas glandulas
anexas e 0 controle de doencas entéricas que reduzam a eficacia do processo
digestivo (BOLELI et al., 2002).

2.2. Salmonelose aviaria

Salmonella refere-se a um género amplamente distribuido na natureza
que pode infectar além das aves, o homem, insetos, peixes, répteis e mamiferos
em geral, causando a enfermidade denominada salmonelose. Pode causar
infeccdo clinica ou subclinica em aves, podendo estas permanecer como
reservatorio e fonte de infeccdo para humanos. E um microrganismo de fAcil
adaptacdo, tornando-se muito dificil a erradicacdo dos ambientes criatorios
(BACK et al., 2006).

O género Salmonella se divide em duas espécies, S. enterica que
contém mais de 2.460 sorovares e S. bongori com 18 sorovares. A S. enterica
subdivide-se em seis subespécies: S. enterica (I), salamae (lIl), arizonae (llla),
diarizonae (lllb), houtenae (V) e indica (VI), que séo capazes de infectar, além do
homem, uma grande variedade de animais homeotérmicos ou heterotérmicos que
se identificam na cadeia epidemiolégica como doente portador e reservatério
(GERMANO & GERMANO, 2008).

Embora exista mais de 2.400 sorovares de Salmonella, apenas um
pequeno numero de sorovares tipicamente produzem doencas similares ao tifo
em animais adultos em numero restrito de espécies hospedeiras. Estas incluem:
Salmonella Typhi e Salmonella Parathyphi em humanos, Salmonella Cholerae-
suis em suinos, Salmonella Dublin em bovinos, e Salmonella Gallinarum em aves

(TURNER et al.,1998). Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis s&o uma



excegao, pois sdo capazes de colonizar o trato gastrointestinal de aves e causar
infeccéo tifoide em camundongos (REVOLLEDO, 2005).

A Salmonella Enteritidis juntamente com a S. Typhimurium s&o lideres
em toxinfeccdes alimentares no homem, podendo ocasionalmente ser
consideradas patogénicas para aves, principalmente jovens (BACK et al., 2006).
Devido a esse fato, elas se destacam dentro da divisdo por sua importancia
econbmica e em saude publica, constituindo patégeno entérico de origem
alimentar frequente nas ocorréncias de gastroenterites em seres humanos
(GAST, 2003). As aves podem ser portadoras assintomaticas por meio da
colonizacdo entérica. A susceptibilidade diminui com a idade e aves adultas

podem converter-se em portadoras da bactéria (REVOLLEDO, 2005).

A prevencao de salmonelas constitui-se em preocupacao prioritaria dos
profissionais envolvidos no processo de criacdo e exploracdo de aves. Esta area
da sanidade avicola tem recebido nos ultimos anos uma maior relevancia, pela
sua importancia na saude publica. Os programas de controle sdo complexos e
existe uma série de fontes de contaminacdo, incluindo aves, roedores, alimento,
aves silvestres, insetos, transportes, meio ambiente e o0 homem. Para o controle
eficaz € necessario o uso de estratégias de intervencdo em todas essas fontes
mencionadas (REVOLLEDO, 2005).

No Brasil, investigacbes de surtos de toxinfecgdes alimentares
ocorridos em diferentes regides e de ocorréncia de salmonelas em diferentes
alimentos, constatam que S. Enteritidis € o principal sorovar causador de
salmoneloses em humanos e o mais prevalente em produtos de frango (BAU et
al., 2001). Salmonella Enteritidis é invasiva em aves domésticas e, portanto, tem a
capacidade de contaminar ndo sé a carne, mas também os ovos, através de
transmissao transovariana apOs colonizacdo do trato gastrointestinal (BERNDT,

2007).

As aves domeésticas podem se contaminar com Salmonella sp. por
diferentes meios, visto que ao serem ingeridas, mesmo que seja apenas uma
célula bacteriana, podem se multiplicar, ocasionando a enfermidade quando

encontram condi¢cbes predisponentes. Disseminam-se também entre as aves,



tornando dificil seu controle, sobretudo porque roedores, passaros, insetos e
mesmo os funcionarios da granja sdo contaminados, favorecendo a propagacao e
a permanéncia da bactéria no ambiente. A transmisséo vertical também acontece,
entretanto, a ingestdo de alimento contaminado parece ser a forma de
contaminacdo por Salmonella mais importante. Embora muitos ingredientes
possam estar contaminados por Salmonella, os considerados potencialmente
perigosos e de maior risco como veiculos de infeccdo sédo as farinhas de origem
animal (BERCHIERI JUNIOR et al., 1989). Existe a possibilidade de a Salmonella
contaminar a ragado durante o processamento e armazenamento, dada sua
capacidade de permanecer viavel no ambiente por varios meses (QUINN et al.,
2005).

Salmonella Enteritidis ndo pertence a microbiota normal das aves, mas
€ capaz de colonizar os intestinos dos frangos jovens e persistir durante todo o
periodo de criagdo. Esta bactéria se localiza preferencialmente nas tonsilas
cecais, na primeira metade do intestino delgado, no proventriculo e na moela
(FANELLI et al., 1971, citados por BERNDT, 2007).

A presenca de Salmonella sp. em carcacas de aves esté relacionada
com a colonizacéo intestinal por esta bactéria, que € maior durante os primeiros
dias de vida das aves. Salmonella Enteritidis, além de colonizar o intestino das
aves, como muitos outros sorotipos, invade Orgdos internos como foliculos

ovarianos, oviduto, figado, pancreas, baco e vesicula biliar (REVOLLEDO, 2005).

Apesar de toda a monitorizacdo industrial com o propésito da
seguranca alimentar, ainda assim, as infeccbes por salmonelas tém sido
frequentes, constituindo-se as aves em significativa fonte de contaminacdo de
salmonelas para o homem. O fato de o Brasil ser o maior exportador de carne de
aves e pela grande exigéncia dos paises importadores, se reforca a necessidade

de maior controle desta bactéria (BACK et al., 2006).

2.3. Coccidiose aviaria
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A coccidiose das aves domésticas € uma doenca parasitaria entérica
causada por protozoarios do género Eimeria (Apicomplexa: Eucoccidia:
Eimeriidae) e é uma das mais comuns e economicamente importante doenca da
avicultura industrial mundial. Essa enfermidade causa perdas na produtividade,
alta morbidade e mortalidade (MORRIS & GASSER, 2006).

Os protozoarios do género Eimeria vivem intracelularmente ao longo do
epitélio intestinal das aves. Todas as espécies desse género apresentam alto
grau de especificidade ao hospedeiro e ao intestino, ocorrendo apenas em aves
domeésticas. O termo “especificidade ao hospedeiro” refere-se a restricdo de uma

espécie de parasita a um ou mais hospedeiros especificos (KAWAZOE, 2000).

Foram descritas sete espécies de Eimeria (E. acervulina, E. brunetti, E.
maxima, E. mitis, E. necatrix, E. preacox e E. tenella) reconhecidas como agentes
causadores da coccidiose em galinhas, sendo que essas espécies diferem em
sua patogenicidade e varias delas podem estar envolvidas em um quadro de
coccidiose (Mc DOUGALD, 2003; MORAES, 2006).

Nas producbes de frangos de corte, as coccidias pertencentes as
espécies E. acervulina, E. maxima e E. tenella sdo consideradas as de maior
relevancia econdmica, em razao de sua capacidade de multiplicacdo nos tecidos
intestinais (COSTA, 2002).

A coccidiose é uma das mais importantes doencas em galinhas, sendo
comum nas criacfes industriais, mesmo com o0 uso constante de drogas
anticoccidianas. A coccidiose pode resultar em dano severo a mucosa intestinal,
perda de peso e algumas vezes morte da ave (INNES & VERMEULEN, 2006). A
Eimeria tenella causa lesbes moderadas a severas na mucosa cecal e, em alguns
casos, a morte (PINARD VAN DER LAAN et al.,, 1998), podendo aumentar a
suscetibilidade de infeccdo por outros microorganismos patogénicos
(McDOUGALD, 2003).

As Eimerias infectam e se desenvolvem nas células intestinais das
aves modificando drasticamente as estruturas e a aparéncia das vilosidades,

muitas vezes causando a destruicdo das células parasitadas. Isso impede a
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renovacao da vilosidade intestinal, resultando na sua auséncia e na perda
continua de fluidos, hemorragia, suscetibilidade a invasdo de bactérias e
subsequente formacdo de lesdes necroticas. Infeccbes severas séo
frequentemente acompanhadas de diarréia aquosa e morte do hospedeiro
(KAWAZOE, 2000).

A diminuicdo no ganho de peso é um dos efeitos mais graves
observados em infecc6es moderadas, sendo pouco perceptivel em infeccbes
leves. Esse fato estd associado a diminuicdo do consumo alimentar e de agua,
utilizacdo de energia e maior perda de agua, devido ao aumento da diarréia. A
diminuicdo no ganho de peso é decorrente da diminui¢cdo da habilidade de utilizar
o alimento, que pode ser observada pelo aumento no indice de conversao
alimentar (alimento consumido/ganho de peso), fatores estes, de extrema
importancia econémica para os produtores avicolas (CHAPMAN, 2003).

Os oocistos das eimerias estdo constantemente presentes e sao
facilmente disseminados no ambiente de criacdo das aves, tendo assim, um
grande potencial de reproducdo, o que dificulta manter as aves livres das
coccidias, especialmente em condi¢cdes intensivas de criacdo. Os oocistos
esporulam facilmente na cama, fezes e solo onde as aves séo criadas, entretanto,
podem ser danificados por bactérias, amdnia e outros organismos que também
atuam nestes ambientes. Assim sendo, a viabilidade dos oocistos diminui apés
trés semanas (ALLEN & FETTERER, 2002).

Vérias estratégias para o controle da coccidiose estdo sendo utilizadas
em diferentes sistemas de producdo. No sistema intensivo de producao, o método
mais empregado € o uso de drogas anticoccidianas (quimioprofilaxia), mas, o uso
de medicamentos de forma preventiva tem sido dificultado devido a ocorréncia do
fenbmeno de resisténcia aos anticoccidianos (CHAPMAN, 1999; ALLEN &
FETTERER, 2002; KITANDU & JURANOVA, 2006). Também estd bem
estabelecido o uso de vacinas vivas para o controle da coccidiose (CHAPMAN et
al., 2002; WILLIAMS, 2002).

As lesdes intestinais causadas pelos parasitas favorecem a instalacao

de doencgas oportunistas, como as enterites causadas por varias espécies de
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clostridios e infec¢cbes produzidas por amostras patogénicas de E. coli e
Salmonella sp. (BAINS, 2005; REVOLLEDO & FERREIRA, 2005).

Os meétodos de controle da coccidiose incluem fatores ambientais,
nutricionais e de manejo, além dos aspectos intrinsecos do parasita bem como do
hospedeiro. O controle realizado pela administragdo continua de farmacos na
ragédo, durante quase todo o ciclo de vida do frango de corte, tem reduzido a
mortalidade, embora perdas econ6micas ainda persistam, em decorréncia da
morbidade ou da ma administracdo desses produtos e ainda, do manejo
inadequado das instalagbes (CHAPMAN, 2003).

O monitoramento da efetividade do controle da coccidiose, seja ele
pelo uso de medicamentos anticoccidianos ou por vacinas, deve ser feito
periodicamente, por meio da atribuicAo de escore de lesdo de coccidiose ou
contagem de oocistos nas excretas. Esse monitoramento € importante para que
seja verificada constantemente a efetividade dos anticoccidianos utilizados nas
racOes de aves e se as lesdes atribuidas a infeccdo por coccidias interferem no
desempenho e producdo avicola (AGROSS, 2006).

2.4. Salmonelose x Coccidiose

Na literatura pesquisada sdo poucos 0s estudos que correlacionam

infecgbes por Eimeria sp. concomitante a Salmonella sp.

A infeccdo das aves por Eimeria tenella, pode determinar a
permanéncia de Salmonella Enteritidis (SE) no intestino por mais tempo, quando
comparado com a infeccdo isolada pela SE, resultando em maior periodo de
exposicao da SE nas excretas (QIN et al., 1995a).

O aumento da quantidade de Salmonella Enteritidis no ceco das aves
com infec¢do por Eimeria tenella esta associado a alteragdes na microflora cecal
normal, com comprometimento da producdo de &cidos graxos volateis. Como

ocorrem danos ao epitélio da mucosa cecal apos a infec¢cdo com E. tenella, esta
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pode ser responsavel pela maior suscetibilidade das aves a transmissao
horizontal de Salmonella sp. (QIN et al., 1995b).

As alteracdes na microflora intestinal ndo sdo causadas somente pela
E. tenella, mas também por outras espécies de coccidias. BABA et al. (1982) e
BAINS (2005) demonstraram que aves jovens com infec¢cdo por coccidias sao

mais vulneraveis a infeccéo por Salmonella Typhimurium.

BABA et al. (1982) relataram que o numero de unidades formadoras de
coldonias de Salmonella Typhimurium no ceco de aves experimentalmente
contaminadas foi marcadamente incrementado pela infeccdo por Eimeria tenella.
Os mesmos autores relataram ainda que infec¢des paratificas apresentaram
sinais clinicos e les6es nos 6rgdos mais intensas quando ocorreram concomitante

as infeccdes por Eimeria sp., do que quando observadas isoladamente.

2.5. Acidos organicos no controle das salmoneloses aviarias

A utilizacdo dos acidos organicos iniciou-se com as pesquisas de
métodos de preservacdo de cereais colhidos com alto teor de umidade, sendo
constatado que o uso de &cidos prolonga o periodo de armazenamento e, nos
paises desenvolvidos, é uma pratica bem aceita e menos onerosa do que a
secagem artificial. Ao ser comparado o valor nutritivo do milho preservado com
acido organico com aquele preservado por outros métodos, foi verificado um
maior desempenho de animais alimentados com milho tratado com acido. Tais
resultados motivaram a realizacdo de pesquisas para testar os referidos acidos
como promotores de crescimento (TEIXEIRA, 1997).

Os acidos organicos sdo moléculas providas de um grupo carboxila,
como séo os 4cidos graxos, aminoacidos e muitas outras substancias organicas.
Trata-se de acidos graxos volateis, de cadeia curta, eventualmente chamados de
fracos, que permanecem relativamente estaveis (ndo dissociados) no trato
gastrintestinal dos animais. Seu uso inibe o desenvolvimento de fungos e
bactérias e potencializa a disponibilidade de nutrientes de matérias-primas

(GONZALES, 2004). Existem diferentes classes: formico, latico, propidnico,
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aceético, citrico, butirico e outros, que tém sido amplamente utilizados na avicultura
em alternativa ao uso dos antibiéticos promotores de crescimento, substituindo-os
(FERREIRA & ASTOLFI-FERREIRA, 2006).

Os acidos organicos sdo comumente encontrados na natureza como
componentes normais de tecidos animais e vegetais. Além disso, sdo formados
pela fermentacdo microbiana no trato intestinal constituindo parte importante do
suprimento energético dos animais hospedeiros. Ja foi bem estabelecido que os
acidos organicos possuem fortes propriedades antimicrobianas. Por esse motivo,
0s acidos organicos sdo amplamente utilizados na industria alimenticia e de
nutricdo animal para controlar o crescimento de bactérias e fungos. Estes efeitos
positivos dos acidos organicos podem ser explicados por diversos mecanismos,
incluindo reducdo do pH, propriedades bacteriostaticas e diversas propriedades
metabdlicas da porcdo anibnica dos &cidos organicos apo6s dissociacao
(BELLAVER & SCHEUERMANN, 2004).

Segundo PARTANEN & MROZ (1999), os &cidos organicos podem
influenciar também a morfologia da mucosa do trato gastrointestinal, bem como
estimular a secrecdo pancreatica e servir como substrato no metabolismo
intermediario. Esses possiveis beneficios multifuncionais dos acidos organicos
podem resultar na melhoria do metabolismo gastrointestinal, favorecendo o
processo de digestéo, absorcéo e retencao de nutrientes.

Os acidos organicos séao facilmente absorvidos pela parede celular das
bactérias. Uma vez na célula, a porcédo anionica do acido danifica a estrutura do
DNA no nucleo das células e, consequentemente, as bactérias ndo se dividem ou
podem morrer. A por¢cdo cationica liberada dos acidos reduz o nivel do pH da
célula, obrigando a célula bacteriana a utilizar sua energia para liberar os prétons,
levando a uma exaustéo celular (LANGHOUT, 2005).

Por apresentarem propriedades como baixa toxidade e solubilidade em
agua, os acidos organicos de cadeia curta, como acético, citrico, propionico,
fumarico e sorbico sdo os mais utilizados como acidificantes. Quando se
considera o uso de outros acidos como acidificantes, nota-se que a atividade
antimicrobiana eleva-se com o tamanho da cadeia. No entanto, acidos alifaticos

de cadeia longa, maiores que C10 ou C11, tém muito pouco potencial de
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aplicacéo (atividade) contra bactérias Gram negativas, em razdo da sua baixa
solubilidade em agua (SANTOS, 2003).

O mecanismo de acao antimicrobiana dos acidos organicos € baseado
no potencial acidificante e sua capacidade de dissociacdo. O potencial acidificante
esta relacionado com a capacidade dos acidos organicos em ceder prétons (HY),
mais eficientemente ou ndo, em diferentes meios, o que quimicamente reflete o
potencial de dissociacdo do acido (pKa). Os &acidos organicos podem se
apresentar em duas formas: ndo dissociada (RCOOH) ou dissociada (COOH) e
esse equilibrio é medido pelo pKa, que indica o pH onde 50% do acido se
encontram na forma dissociada. A acéo inibidora dos acidos organicos na forma
nao dissociada é de 100 a 600 vezes maior do que a forma dissociada, e podem
permear a membrana celular por difuséo e liberar prétons no citoplasma celular.
Todo &cido tem um ou mais pKa, e quanto mais facil ele doa seu hidrogénio, mais
forte ele é, e se possui mais de um pKa significa a existéncia de mais um préton
a ser trocado. A forma ndo dissociada tem a capacidade de atravessar a
membrana celular dos microorganismos e dissociar-se no seu interior, produzindo
fons H" que diminuem o pH da célula e esta reage eliminando os prétons tentando
manter o pH constante. Esse mecanismo faz com que o gasto energético seja
maior, reduzindo o crescimento celular microbiano e, os anions COOH" do &cido,
por sua vez, impedem a sintese de DNA interferindo na replicacdo protéica
(FRANCA, 2008).

A combinacdo dos acidos organicos protegidos pelo carrier no
intestino, garante a oportunidade de desenvolvimento de uma flora benéfica, isto
porque o carrier promove aumento da superficie da matriz 4cida, permitindo
melhor difusdo dos acidos pelos alimentos e facilita o contato com as bactérias
patdgenas; permite a acidificacdo de todo o trato digestivo devido a liberacéo
controlada dos &cidos; protege os acidos no sistema gastrintestinal evitando sua
metabolizacdo; proporciona microambiente adequado para colonizacdo de
bactérias acido tolerantes que séo responsaveis pela manutencédo da acidez no
intestino e carrega e transporta bactérias acidofilas produtoras de acidos até o
ceco. Estas caracteristicas fazem com que o sistema gastrintestinal, apds contato

com 4&cidos organicos protegidos pelo carrier, resista a uma potencial
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contaminacdo por enteropatdégenos provenientes dos alimentos, agua, meio
ambiente, e outros (VETANCO, 2007).

Os &cidos organicos tém papel predominante na reducdo de
microrganismos como Escherichia coli, Campylobacter spp. e Salmonella sp. em
racdes, e consequente reducdo de infeccbes subclinicas nas aves. Contribuem
também com o aumento da absorcdo de nutrientes e acentuam as
potencialidades do aparelho digestivo e imunitario (DIBNER & BUTTIN, 2002;
SALAZAR, 2006). OSTERMANN et al. (2005) acrescentaram que os &cidos
organicos podem apresentar efeito antiinflamatorio, especialmente os &cidos
acético e propiodnico.

Além de promoverem alteracdes no pH intestinal, ativacdo das enzimas
proteoliticas e melhoria na producao de sais biliares, os acidos organicos também
podem levar a uma modificacdo da microflora gastrintestinal, resultando em maior
e melhor absorcédo de nutrientes e melhor funcionamento do aparelho digestorio
(VAN IMMERSEEL et al., 2006).

Os resultados do uso dos &cidos organicos na alimentagédo dos animais
sdo dependentes da concentracdo e das combinacdes dos acidos empregados
bem como da capacidade tampéo dos ingredientes da racao utilizada. O principal
efeito da reducdo da microbiota ocorre 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).

A magnitude da resposta aos acidificantes também sofre influéncia do
nivel e do tipo de &cido utilizado. O acido acético é produzido por bactérias do
género Acetobacter pela oxidacdo de alcodis, ja o acido propiénico é produzido
por bactérias do género Propioni no processo de manufatura de queijos, e
também, é metabdlito da degradacdo de valina (STRYER, 1992). Como
conservante, o acido acético inibe o crescimento de muitas espécies de bactérias
e, em menor extensdo, de leveduras e fungos (BRAZ, 2007).

REZENDE et al. (2008) trabalhando com a adi¢do de &cido acético, na
racdo de frangos de corte contaminada com Salmonella sp., em diferentes
concentragdes, concluiram que niveis crescentes do acido (0,5, 1,0, 1,5 e 2,0%)

favoreceram o ganho de peso e melhoraram a conversédo alimentar das aves.
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Afirmaram também que ocorreu redugdo da contaminacdo de racdes tratadas
com 1,5% de acido acético. Entretanto, o 4cido acético nos niveis avaliados néo
demonstrou eficicia para eliminagdo de Salmonella sp. em ragdes.

O acido formico é utilizado normalmente como preservante em silagens
de forrageiras e diversos sub-produtos. E o mais simples dos acidos organicos de
cadeia curta. O formiato, um constituinte natural dos tecidos animais e do sangue,
€ importante no metabolismo, na transferéncia de elementos com um carbono,
que sdo gerados principalmente durante o metabolismo de aminoacidos
(STRYER, 1992).

Além do &cido formico, o propiénico também € utilizado na preservacao
de alimentos para animais. Ele é particularmente eficiente na conservacdo de
matérias-primas e alimentos balanceados, pela sua excelente acdo antifingica.
Por outro lado, o acido formico é considerado um acido “mais forte” e apresenta
uma grande eficiéncia no controle de bactérias e leveduras. Esses dois acidos
podem ser utilizados eficientemente no controle de Salmonella sp. (BRAZ, 2007).

A diferencga entre os acidos sdo determinantes do nivel de inclusdo na
dieta, como demonstrado por VIOLA & VIEIRA (2004) quando afirmaram que a
concentragdo minima de &cido propidnico que previne infeccdo por Escherichia
coli € 0,5%, valor cinco vezes maior que do acido férmico.

ApOs experimento adicionando diferentes concentracdes de &acido
férmico em racdes de aves contaminadas com Salmonella sp., REZENDE (2006)
concluiu que nas concentracfes de 1,5 e 2,0% ocorreu reducdo da contaminacao
por Salmonella sp. nas racdes, entretanto, ndo alterou o desempenho das aves.

De acordo com BELLAVER & SCHEUERMANN (2004), o principal
efeito da reducdo da microbiota com o uso dos &cidos organicos ocorre no
inglavio e cecos, porém estes autores nao relataram efeitos dos acidos organicos
no controle de Eimeria.

Apesar da grande variedade de trabalhos estudando a acao dos &cidos
organicos, o uso adequado desses produtos requer maior entendimento da
capacidade e de seu modo de acdo nos diferentes patdgenos gastrintestinais
(RICKE, 2003) e morfologia intestinal.
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3. MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa que originou 0 presente experimento e
dissertacdo foi cadastrado e aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo em Animais da Universidade Federal de Goids sob o numero
138/08.

3.1. Local

O experimento foi realizado no Nuacleo Experimental de Aves e
Laboratério de Bacteriologia do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Goias (UFG), no periodo de
maio a julho de 2008.

3.2. Animais experimentais

Foram utilizadas 504 pintainhas de um dia, da linhagem comercial para
corte HUBBARD, alojadas em grupos de 14 aves por unidade experimental, em
um total de 36 unidades experimentais.

3.3. Tratamentos e delineamento experimental

Os tratamentos utilizados no experimento foram distribuidos seguindo-
se um delineamento inteiramente ao acaso em esquema fatorial 3x2, com a
adicdo ou ndo de acido organico na ragdo e a presenca de desafio com
Salmonella Enteritidis e Eimeria tenella, Salmonella Enteritidis isolada ou sem
nenhum desafio, totalizando seis tratamentos com seis repeticdes cada um,

utilizando-se 14 aves por unidade experimental (Quadro 1).
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QUADRO 1 - Tratamentos utilizados no experimento

Tratamento Adicao de acidos organicos Desafio SE | Desafio Et
T1 Nao Nao Nao
T2 Sim Nao N&o
T3 N&o Sim N&o
T4 Sim Sim Nao
T5 N&o Sim Sim
T6 Sim Sim Sim

SE — Salmonella Enteritidis; Et — Eimeria tenella

3.4. Instalagcdes e material experimental

O experimento foi conduzido em ambientes isolados e controlados,
separando os tratamentos desafiados com Salmonella Enteritidis e Eimeria tenella
dos tratamentos que nao foram desafiados. Para o alojamento das aves foram
utilizadas baterias de ago galvanizado, com quatro e cinco andares possuindo as
seguintes dimensofes: 0,80m x 0,75m x 0,25m (comprimento X largura x altura),

acomodadas em duas salas de alvenaria.

A preparacao do local de alojamento obedeceu as normas de limpeza e
desinfeccao, preconizadas por CONY & ZOCCHE (2004), com vazio sanitario de
sete a dez dias, dos quais dois dias foram reservados para limpeza e o restante

para o vazio sanitério.

Foram utilizadas lampadas incandescentes de 60 W em cada andar da
bateria para aguecimento com monitoramento diario para manter a temperatura
ambiente adequada para as aves (temperatura média de 30°C até sete dias de
idade e 25°C até o final). Comedouros e bebedouros eram do tipo calha linear,
instalados na lateral das baterias, que foram limpos e abastecidos duas vezes ao
dia.

As aves foram alimentadas com dieta experimental de um a 35 dias de
vida. As aves e as ragoes foram pesadas com um, sete, 14, 21, 28 e 35 dias, e 0s
dados obtidos nas pesagens foram utilizados para calculo do ganho de peso,

consumo de ragao e conversao alimentar.
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As aves dos tratamentos desafiados com Salmonella Enteritidis (SE)
foram inoculadas, via oral, no primeiro dia de vida e com refor¢co aos sete dias de
vida, com 0,3mL de solugéo salina tamponada estéril a 0,85% contendo 4,8 x 10°
unidades formadoras de colénias (UFC) de SE por dose de 0,3mL. As aves dos
tratamentos desafiados com Eimeria tenella foram inoculadas, via oral, aos 15

dias de vida com uma concentracdo de 10°oocistos/ave.

3.5. Programa alimentar

A dieta fornecida as aves foi racdo vegetal farelada a base de milho
moido e farelo de soja, formulada para atender as recomendacdes nutricionais e a
composicdo dos alimentos propostas por ROSTAGNO et al. (2005). Produtos
anticoccidianos e promotores de crescimento ndo foram adicionados a racdo. O
aditivo alimentar a base de acidos organicos (Quadro 2) foi adicionado as racdes
(nos tratamentos T2, T4 e T6 — Quadro 1), na concentracao de 4 kg por tonelada,
seguindo as recomendacdes do fabricante. As racdes fornecidas as aves, levando
em consideracdo a composicao nutricional das dietas e as exigéncias nutricionais,
foram divididas em duas fases: de um a 14 dias de vida, e de 15 dias de vida ao

final da fase experimental aos 35 dias de vida. (Tabela 1).

QUADRO 2 - Composicdo bésica e niveis de garantia do aditivo alimentar
adicionado as racdes

Ingredientes Quantidade a cada 100g do aditivo
Formiato de amonio 17,79
Propionato de amdénio 5,19
Acido férmico 5,09
Acido acético 5,09
Carrier mineral (vermiculita) Q.S.P.
Agua Q.S.P.
Niveis de garantia %
Acido acético 5,0
Acido férmico 12,0
Acido propiénico 4.0

Fonte: Vetanco (2007). Forma de apresentacao: po.
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TABELA 1 — Composicao percentual da racdo fornecida aos pintos de corte de
um a 14 dias de vida e de 15 dias de vida ao final da fase
experimental

1 al4dias 15 dias ao final

Ingredientes % de incluséo

Milho 61,40 64,98
Farelo de soja (45%) 34,10 31,18
Fosfato bicalcico 1,80 1,67
Calcario 0,77 0,74
Oleo vegetal 0,56 0,55
L-Lisina-HCL 0,44 0,16
Sal (NaCl) 0,40 0,39
DL-Metionina 0,35 0,16
Colina 0,08 0,07
Suplemento mineral 0,05 0,05
Suplemento vitaminico 0,05 0,05
Total 100,00 100,00
Nutrientes Atendimento
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2,95 2,98
Proteina bruta (%) 20,81 19,77
Metionina total (%) 0,69 0,49
Metionina digestivel (%) 0,43 0,26
Metionina + cistina total (%) 1,05 0,84
Metionina+cistina digestivel (%) 0,54 0,37
Lisina total (%) 1,47 1,18
Célcio (%) 0,88 0,83
Fosforo disponivel (%) 0,44 0,41
Saodio (%) 0,20 0,20
Acido Linoleico (%) 1,47 1,54

3.6. Obtencao e preparacdo dos inéculos

3.6.1. Salmonella Enteritidis

O indculo foi preparado com Salmonella Enteritidis isolada de amostras
oriundas de frangos de corte cedida por REZENDE (2006). A concentracdo do
indculo foi de 4,8 x 10° UFC por dose de 0,3 mL, fornecido as aves com um dia de

vida via oral.

Para obtencéo do in6culo a cepa foi repicada em agar verde brilhante e
incubada a 37°C, por 20h. Em seguida, as células foram suspensas em solucéo
salina tamponada a 0,85%, mantidas a 4°C e concentracéo de 1,6 x 10° UFC para
cada 0,1mL ajustada com auxilio da escala de Mac Farland (FERNANDEZ et al.,

2001). A concentracao foi confirmada pelo plagueamento das diluicbes decimais
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seriadas em &gar verde brilhante, com posterior incubacdo a 37°C e contagem
das UFC de Salmonella.

3.6.2. Eimeria tenella

As pintainhas foram desafiadas aos 15 dias de vida com oocistos de E.
tenella oriundos de frango de corte cedidos por GUIMARAES JUNIOR et al.
(2007) e isolados no Laboratorio de Bacteriologia da Escola de Veterinaria da

UFG seguindo metodologia proposta pelo mesmo autor.

Para obtencéo do in6culo, dez pintos de linhagem comercial para corte
com um dia de vida foram criados em gaiolas suspensas até 11 dias de vida
recebendo racdo medicada com anticoccidiano. A partir do 12° dia de vida, os
pintos comecaram a receber racdo livre de anticoccidiano. No 15° dia de vida,
estes pintos, apés jejum de 12 horas, foram inoculados com 5,0 x 10* oocistos/ave
da amostra inicial. O fornecimento de agua foi a vontade desde o primeiro dia de
vida. Apdés sete dias da inoculacdo da amostra inicial, os pintos foram
sacrificados, necropsiados e os cecos foram colhidos para retirada do conteudo
cecal. Apos a colheita, dos contetdos cecais, estes foram homogeneizados em
agua destilada e filtrados, empregando-se gaze. A solucdo de contetdo cecal
contendo oocistos, foram adicionadas quatro partes de dicromato de potassio a
2,5% para esporulacao. Esta solucdo foi colocada em garrafa plastica dotada de
uma mangueira que foi ligada a um pequeno compressor (0 mesmo utilizado para
oxigenacdo de aquarios) para aeracdo. A aeracdo foi feita durante trés dias e o
indculo foi entdo quantificado e armazenado sob refrigeragdo (8°C) até o

momento da inoculacéo experimental.

3.7. Dados obtidos

3.7.1. Variaveis de desempenho

Para analise do desempenho das aves foi observado o seguinte:

e Peso médio (PM): obtido dividindo-se o peso total das aves de

cada parcela, pelo nimero médio de aves da parcela.
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e Ganho de peso (GP): calculado pela diferenca entre 0s pesos

médios das aves obtidos pelas pesagens.

e Consumo de racao (CR): obtido pela diferenca entre a quantidade
de dieta oferecida no inicio e as sobras ao final da fase de
pesagem, e considerando o numero de aves mortas nos

intervalos como critério para correcdo dos valores de consumo.

e Conversao alimentar (CA): calculado pela raz&o entre o ganho de
peso total e o consumo total da dieta, corrigido pelo peso total das
aves mortas por parcela nas diferentes fases de pesagem e no

periodo total.

e Mortalidade (Mort.): obtido pelo nimero de aves mortas durante o

periodo experimental.

e Viabilidade criatéria (VB): obtido pela diferenga entre o indice 100
e a mortalidade obtida no periodo.

As pesagens regulares das aves e da racao foram feitas com um, sete,
14, 21, 28 e 35 dias de idade para calculo de peso médio, ganho de peso,
consumo de ragao e conversao alimentar. As aves mortas foram identificadas e
pesadas para o0 ajuste do consumo de racdo e conversao alimentar, bem como

necropsiadas e as alteracdes macroscopicas identificadas.

3.7.2. Procedimentos laboratoriais

e Pesquisa de Salmonella Enteritidis no baco e tonsilas cecais

Imediatamente apés a colheita do baco e tonsilas cecais de aves
controle e infectadas (uma ave por parcela) aos 14, 21, 28 e 35 dias de idade
para pesquisa do patdégeno, cerca de 0,5 grama da amostra foi macerada,
homogeneizada e colocada em tubos de ensaio contendo 4,5 mL de caldo de
enriqguecimento Selenito Cistina e incubados em estufa a 37°C por 24h. Dos
caldos de enriquecimento, aliquotas foram repicadas nos agares Hektoen,
Rambach e XLT, para microbiologia. A pesquisa de S. Enteritidis foi realizada de
acordo com 0 GEORGIA POULTRY LABORATORY (1997) e BRASIL (2003), com
as modificacOes propostas por ANDRADE (2005).
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De cada um dos agares foram selecionadas quatro colénias com
caracteristicas morfologicas sugestivas da Salmonella e transferidas para agar
triplice acucar-ferro (dgar TSI), seguindo-se incubacdo a 37°C por 24h. Os
isolados bacterianos que apresentaram reacdes e caracteristicas compativeis as
do género Salmonella foram submetidas aos testes bioquimicos de producédo de
indol, producéo de H,S, urease, descarboxilacdo da lisina, vermelho de metila e

utilizacdo do malonato e motilidade.

Os tubos dos testes bioquimicos foram incubados a 37°C por até sete
dias, com leituras diarias para as provas com resultados negativos nas primeiras
48 horas de incubacdo e para os testes de descarboxilacdo ou hidrolise de
aminoacidos. As amostras confirmadas bioquimicamente como S. Enteritidis
foram ainda submetidas a testes soroldégicos com soro polivalente anti “O”.
Aquelas confirmadas na bioquimica e na sorologia foram encaminhadas ao

Instituto Osvaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ) para tipificacao sorolégica.

e Contagem de oocistos de Eimeria tenella e avaliagdo macroscopica
intestinal

Aos 21, 28 e 35 dias, uma ave por parcela foi eutanasiada para

realizacdo de necropsia e determinacdo do grau de lesdo intestinal macroscopica

avaliada de acordo com os escores de lesdo como idealizado por JOHNSON &

REID (1970). Simultaneamente, amostras de conteudo cecal foram colhidas para

a realizacdo da contagem de oocistos.

Também foram colhidas 10g de amostra de excretas (das gaiolas) de
cada parcela aos cinco, seis, sete, oito, nove, 10 e 11 dias apds a inoculacéo dos
oocistos de Eimeria tenella, armazenado-as em frascos plasticos sob refrigeracao
(8°C), processadas (obtendo-se um “pool” de cada parcela) ao final do
experimento e colhendo uma nova amostra para realizagdo da contagem de

oocistos pelo método de McMaster, conforme descrito por KAWAZOE (2000).
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e Mensuracao de pH intestinal

Os conteudos do intestino delgado e cecos foram colhidos, diluidos em
15 mL de agua destilada, homogeneizados e determinado o pH (utilizando-se
peagametro digital), conforme metodologia descrita por SILVA et al. (2000).

e Exames biométricos do baco

Para determinacao dos indices biométricos, uma ave por parcela, apés
jejum de aproximadamente uma hora, foi sacrificada aos 14, 21, 28 e 35 dias de
idade. O peso da ave e do baco foram anotados para célculo da relagdo peso de
orgao/peso da ave. O método de eutandsia das aves empregado neste
experimento foi pela aplicacdo de Cloridrato de Lidocaina a 2% por via intra-tecal,
conforme descrito por CALACA et al. (2008).

3.8. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada seguindo o esquema da Analise de
Variancia (ANOVA), para um delineamento inteiramente ao acaso em esquema
fatorial 3x2.

Os dados estatisticos foram analisados empregando-se o programa
SAS (1998), sendo adotado para comparagdo entre as meédias, o teste de Tukey
(varidveis quantitativas) e Kruskal-Wallis (variaveis qualitativas) para p<0,05
(SAMPAIO, 2007).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Desempenho das aves

Na Tabela 3 podem ser observados os valores de peso inicial, peso
meédio, ganho de peso, consumo de racdo, conversao alimentar, mortalidade e
viabilidade referentes ao periodo de um a sete dias de vida dos frangos de corte.

A média de peso inicial das aves alojadas foi 40,3g.

TABELA 2 — Peso inicial (PI), peso médio (PM), ganho de peso (GP), consumo de
racdo (CR), conversdo alimentar (CA) e viabilidade (VB) durante o
periodo de um a sete dias de idade de frangos de corte inoculados
com Salmonella Enteritidis via oral e tratados com racédo contendo
acidos organicos

Tratamento PM* GP CR CA VB
Desafio
Controle 142 .,64a 102,28 130,0a 1,27 99,4
Salmonella 135,50b 94,85 117,4b 1,23 100,0
Salm.+Eim. - - - - -

Ac. Organico

Sem &acido 140,84 100,24 124.6 1,24 100,0
Com &acido 139,34 99,14 122,4 1,23 99,2
CV(%) = 506 707 921 537 169
P
Acido NS NS NS NS NS
Desafio 0,03 0,02 0,03 NS NS
Desaf.x Acido 0,03 NS NS NS NS

Médias seguidas por letras minusculas distintas na mesma coluna diferem entre si pelo Teste de Tukey
(P<0,05). * Desdobramento da interagéo na Tabela 3.

Ocorreu interacdo entre o0 agente inoculado e a utilizacdo de acidos
organicos para a variavel peso médio. A inoculacdo de Salmonella Enteritidis
(SE), via oral, no primeiro dia de vida, influenciou (p<0,05) o ganho de peso e o
consumo de racdo de um a sete dias de vida e as aves que receberam a SE
apresentaram menor ganho de peso e menor consumo de ragdo (Tabela 2).
Resultados semelhantes foram obtidos por CHAVES (2007) para frangos de corte
da mesma linhagem e inoculados com a mesma bactéria. A invasao da microflora

intestinal pela Salmonella Enteritidis, que € considerada patogénica para aves e
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humanos, provavelmente tenha provocado o desequilibrio na colonizagéo natural
do intestino das aves na primeira semana de vida. Isso refletiu negativamente no
aproveitamento dos nutrientes da dieta e provocou queda nas variaveis de
desempenho das aves. Tal fato foi confirmado por ROCHA (2008), justificando
que a colonizacdo do sistema digestério da ave provoca modificacdes ja nos
primeiros dias de vida, interferindo negativamente no consumo de racéo,

conversao alimentar e ganho de peso.

A adicdo de acidos organicos nao influenciou (p>0,05) o ganho de
peso, consumo de ragdo, conversao alimentar e viabilidade avaliados aos sete
dias de vida (Tabela 3). O mesmo também nao foi observado por VIOLA &
VIEIRA (2007) e ROCHA (2008) em consequéncia da utilizacdo de acidos
organicos sobre essas variaveis. Entretanto, SALAZAR (2006), estudando a
interacdo dos &cidos latico e butirico sobre variaveis de desempenho, encontrou
diferenca entre os grupos que receberam a mistura de acidos e os que nao
receberam, para os parametros ganho de peso, conversao alimentar e consumo
de racdo. ZANELATO et al. (2008a), utilizando acidos organicos em dietas iniciais
para frangos de corte, observaram melhora na conversao alimentar quando
comparado a dietas sem adicao de acidificantes, e concluiram que a utilizacdo de
acidos organicos permite a retirada dos antibiticos promotores de crescimento na

fase inicial de frangos de corte sem afetar o desempenho zootécnico.

Apesar de ndo terem sido encontradas diferencas (p>0,05) para
desempenho das aves com a utilizacdo de acidos organicos na dieta, CAMPOS et
al. (2004) afirmaram que as primeiras semanas de vida das aves sao cruciais
para o desenvolvimento do trato digestério. Os autores salientaram que qualquer
alimento ou aditivo que seja adicionado a racdo que leve a manutencdo da
integridade e ao desenvolvimento da mucosa intestinal proporcionara resultados

mais satisfatorios posteriormente.

Para viabilidade criatoria de um a sete dias de vida, ndo houve
diferenca (p>0,05) entre os tratamentos. Resultados semelhantes foram
encontrados por GARRIDO et al. (2004), GARCIA et al. (2000) e SALAZAR
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(2006) que estudaram os efeitos da acidificacdo de racdes e ndo encontraram

diferencas na fase inicial de crescimento para viabilidade criatéria.

A uniformidade da viabilidade criatoria observada neste estudo na
primeira semana de vida das aves pode estar relacionada as boas condicdes de
manejo experimental e das boas condi¢cdes de saude dos animais. Mesmo sob
desafio microbiologico de Salmonella Enteritidis, sugere-se que a utilizacdo da
mistura de acidos organicos na dieta das aves desde o primeiro dia de vida, tenha
promovido modificacdo da microflora intestinal e reducdo da acdo deletéria da

bactéria estudada.

Ao avaliar o desdobramento da interacdo agente inoculado e acidos
organicos (Tabela 3), nota-se que 0s grupos que receberam a mistura de acidos
organicos na ragdo apresentaram melhor peso médio aos sete dias de idade em

relacdo aos grupos que nao receberam a mistura de acidos organicos.

TABELA 3 — Desdobramento da interacdo agente inoculado e utilizacdo de acidos
organicos para a variavel peso médio (PM) aos sete dias de idade
em frangos de corte inoculados com Salmonella Enteritidis via oral e
tratados com racéo contendo acidos organicos

Desafio
Acido Controle Salmonella Salm.+Eimeria
C/ Acido 144,81Aa 136,26Ab -
S/Acido 140,46Aa 134,75Ab -
CV(%) 5,06

Médias seguidas por letras mindsculas (maiusculas) distintas na mesma linha (coluna) diferem entre si pelo
Teste de Tukey (P<0,05).

Resultados semelhantes ao deste estudo foram observados por VIOLA
et al. (2008) que avaliaram os efeitos dos &cidos latico, acético e propibnico na
dieta de frangos de corte e obtiveram beneficio no ganho de peso e no peso
médio de frangos de corte na fase inicial de criacdo. De acordo com BELLAVER &
SCHEUERMANN (2004), os &cidos organicos alteram o pH intestinal, ativam
enzimas proteoliticas, melhoram a producdo de sais biliares, modificam a
microflora intestinal, possuem capacidade anibnica tamponante com o0s cations
das dietas, promovendo aumento da digestibilidade, retencdo de elementos

minerais e utilizacdo da energia do acido no metabolismo da ave. Estas
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caracteristicas dos acidos organicos resultam em maior e melhor absorcdo de

nutrientes, proporcionando melhor desempenho aos frangos de corte.

Durante o periodo de um a 14 dias ndo foram observadas diferencas
(p>0,05) no desempenho entre os tratamentos inoculados, via oral, com
Salmonella Enteritidis e os ndo-inoculados. A utilizacdo de acidos organicos na
dieta das aves influenciou (p<0,05) a mortalidade e viabilidade criatéria das aves,

que foi pior nos grupos que receberam acidos organicos na racao (Tabela 4).

TABELA 4 — Peso médio (PM), ganho de peso (GP), consumo de racdo (CR),
conversdo alimentar (CA) e viabilidade (VB) durante o periodo de
um a 14 dias de idade de frangos inoculados com Salmonella
Enteritidis via oral e tratados com racao contendo acidos organicos

Tratamento PM GP CR CA VB
Desafio
Controle 309,56 266,30 388,55 1,44 98,21
Salmonella 305,48 261,59 384,41 1,46 98,81
Salm.+Eim. - - - - -

Ac. Organico

Sem &cido 305,33 263,96 384,79 1,45 99,60a

Com &cido 305,33 260,67 382,60 1,45 97,62b

CV (%) 4,58 5,51 6,06 3,86 2,90
P

Acido NS NS NS NS 0,04

Desafio NS NS NS NS NS

Desaf.x Acido NS NS NS NS NS

Médias seguidas por letras minusculas distintas na mesma coluna diferem entre si pelo Teste de Tukey
(P<0,05).

Os valores encontrados para o desempenho nos grupos inoculados
com a bactéria em estudo em que foi utilizada a mistura de acidos organicos na
racdo mantiveram-se praticamente idénticos aos grupos controle (Tabela 4).
Estes resultados sdo condizentes com os obtidos por MAIORKA et al. (2004) que
utilizaram uma mistura de acidos organicos em dietas iniciais de frangos de corte
e ndo observaram diferenca no ganho de peso, conversédo alimentar e consumo
de racéo entre os grupos estudados. GARCIA et al. (2000) estudaram a acao e
desempenho dos acidos organicos na racédo de frangos de corte e também néo
encontraram diferencas entre 0s grupos tratados. Entretanto, VIOLA et al. (2008)

estudando utilizagdo de racbes contendo antibidticos promotores de crescimento
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ou misturas de acidificantes, encontraram efeito dos tratamentos, com valores de
conversdo alimentar melhores para os tratamentos onde utilizou-se a mistura de

acidos organicos.

SCAPINELLO et al. (2001) atribuiram a auséncia de resposta na fase
de crescimento com a utilizacdo de &cidos organicos na dieta de coelhos como
sendo decorrentes de fatores relacionados a dosagem do acidificante, que estédo
relacionados a constante de dissociacao responsavel por identificar a capacidade
acidificante. FAVERO et al. (2008) discordaram desta citacdo ao demonstrarem,
em estudo com diferentes inclusdes de &cidos organicos nas racdes, que aves
gue consumiram ragdo com acidificante, indiferentemente da dosagem utilizada,
obtiveram o maior ganho de peso e melhor conversao alimentar em relacdo ao

grupo que nao foi adicionado &acidos na racgao.

Diante dos resultados deste estudo e dos achados na literatura, pode-
se inferir que, embora ndo tenham sido encontradas diferencas, a utilizacdo de
acidos organicos potencializa o0 desempenho zootécnico na fase inicial de criacao,
especialmente no que diz respeito ao ganho de peso e conversao alimentar, que
serdo refletidos posteriormente em melhores respostas de desempenho na fase

final.

Os resultados para viabilidade criatéria observados na Tabela 4,
provavelmente ndo estdo diretamente relacionados ao uso de &cidos organicos
nas racdes e nem ao desafio microbiano imposto as aves, e sim, ao efeito seletivo
gue 0s animais passam naturalmente conforme se desenvolvem, sendo os mais
fracos eliminados pela competicdo. Mesmo sem a aplicacdo de um desafio
controlado, como neste estudo, FRANCO et al. (2006), analisando diferentes
promotores de crescimento, entre eles um &cido organico, também nao
verificaram diferencas, porém a média de mortalidade foi acima do esperado, fato

este explicado pela competicao natural.

Verifica-se pelos resultados observados na Tabela 5, que todos as
variaveis avaliadas sofreram influéncia do desafio imposto as aves, com
desempenho pior para os grupos inoculados. Observa-se também que os grupos

que receberam acidos organicos obtiveram um beneficio geral no desempenho
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advindo deste aditivo, com diferenc¢a significativa ao nivel de 7% (p<0,07) para
peso meédio e ao nivel de 6% (p<0,06) para ganho de peso. Além dos beneficios
sobre a parede intestinal, com reflexos na melhoria do desempenho
proporcionado pelos &cidos organicos as aves, é possivel supor que houve
reducdo do desafio microbiolégico pela acdo antimicrobiana dos acidificantes.
Resultados semelhantes foram obtidos por ROCHA (2008) ao estudar a acao de
uma mistura de acidos organicos sobre o desempenho e reducdo microbiana de
frangos desafiados com Salmonella Typhimurium. Melhoria no desempenho das
aves com a utilizacdo de acidificantes na dieta de um a 21 dias também foram
observados por SALAZAR (2006), no entanto, estes resultados discordam dos
encontrados por VALE et al. (2004), nos quais na fase de um a 21 dias de idade,
utilizando 0,5% de uma mistura de acidos férmico e propiénico nas ra¢des nao

foram observadas diferencas no ganho de peso médio.

TABELA 5- Peso médio (PM), ganho de peso (GP), consumo de racdo (CR),
conversdo alimentar (CA) e viabilidade (VB) durante o periodo de
um a 21 dias de idade de frangos de corte inoculados com
Salmonella Enteritidis e Eimeria tenella via oral e tratados com racao
contendo acidos organicos

Tratamento PM GP CR CA VB
Desafio
Controle 584,29a 543,94a 421,74a 1,63b 90,47ab
Salmonella 548,09b 507,44b 393,22a 1,67b 92,26a
Salm.+Eim. 459.,67¢c 419,49c 313,20b 1,76a 88,09b

Ac. Organico

Sem &cido 520,94b 480,34b 366,45 1,70 91,27

Com &cido 540,43a 500,23a 385,65 1,67 89,28

CV (%) 5,95 6,44 10,87 417 3,95
p

Acido 0,07 0,06 NS NS NS

Desafio ) <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0002 0,026

Desaf.x Acido NS NS NS NS NS

Médias seguidas por letras minusculas distintas na mesma coluna diferem entre si pelo Teste de Tukey

(P<0,05).

Incremento no desempenho das aves em fase de crescimento

proporcionado pelo uso de acidos orgéanicos na ragdo também foram observados
por DASKIRAM et al. (2004) e ZANELATO et al., (2008b) sendo similar ao uso de
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antibiéticos promotores de crescimento sobre o ganho de peso e a conversdo
alimentar de frangos de corte, podendo substitui-los. Os Ultimos autores
sugeriram que os acidificantes auxiliam na manutencao da integridade intestinal
por reduzirem os desafios microbiologicos sobre a mucosa, melhorando a
capacidade de utilizacdo do alimento pelos animais e reduzindo os gastos de

manutencao dos tecidos intestinais.

Durante o periodo de um a 28 dias (Tabela 6), verificou-se melhor
desempenho das aves dos grupos que receberam acidos organicos na racao,
mesmo quando desafiadas com os microrganismos em estudo. Observa-se
também a ocorréncia de interacdo entre agentes inoculados e a utilizacdo de
acidos organicos para a variavel consumo de racdo aos 28 dias. Embora a
conversao alimentar dos grupos que receberam a mistura de acidos organicos na
dieta tenha sido idéntica a dos grupos que nao receberam a mistura de
acidificantes, € possivel observar que ocorreu uma melhora (p<0,05) no ganho de
peso e no peso médio das aves dos grupos tratados com a mistura de acidos
organicos na racdo em relacdo aos grupos que ndo receberam os acidificantes.
Concordando com os resultados encontrados neste estudo, MAIORKA et al.
(2004), que utilizaram uma mistura de acidos organicos na dieta de frangos de
corte, também nao observaram diferenca (p<0,05) na conversdo alimentar entre

os tratamentos.
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TABELA 6 — Peso médio (PM), ganho de peso (GP), consumo de racdo (CR),
conversdo alimentar (CA) e viabilidade (VB) durante o periodo de
um a 28 dias de idade de frangos inoculados com Salmonella
Enteritidis e Eimeria tenella via oral e tratados com racéo contendo
acidos organicos

Tratamento PM GP CR* CA VB
Desafio
Controle 867,87a 827,52a 1.381,45 1,81b 82,73
Salmonella 841,65a 800,99a 1.400,78 1,89ab 83,92
Salm.+Eim. 729,97b 689,62b 1.243,78 1,96a 79,73
Ac. Organico
Sem acido 794,28b 753,57b 1.317,33 1,89 82,93
Com acido 832,05a 791,85a 1.366,67 1,89 81,34
CV (%) 6,39 6,72 5,63 5,38 5,49
P
Acido 0,037 0,035 0,05 NS NS
Desafio <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,003 NS
Desaf.x Acido NS NS 0,06 NS NS

Médias seguidas por letras minidsculas distintas na mesma coluna diferem entre si pelo Teste de Tukey
(P<0,05). * Desdobramento da interagédo na Tabela 7.

A conversdo alimentar foi pior nos grupos que receberam o desafio
microbiolégico (Tabelas 5 e 6) em razdo da espoliacdo que 0s microrganismos
causam na mucosa intestinal dos animais, o que leva a desidratacdo e pior
aproveitamento dos nutrientes da dieta, com reflexos na piora da conversao
alimentar. Sabe-se que as aves infectadas podem excretar Salmonella por um
longo periodo sem que apresentem sinais clinicos, porém gerando prejuizos
econdbmicos como perdas no ganho de peso, maior consumo de racdo e pior
converséo alimentar, como enfatizado por DELAZARI (2001) e LEITAO (2001).
Igualmente, conforme observado por MORAES (2006), a coccidiose causa
grandes prejuizos econdmicos, por causa da reducado no desempenho zootécnico

das aves e gastos com utilizagdo de medicamentos com fim preventivo e curativo.

Da mesma forma que o observado neste estudo, BELLAVER et al.
(2005), utilizando uma mistura de acidos organicos contendo 80% de &cido latico,
10% de acido aceético e 10% de acido orto-fosforico e desafiando o lote de aves

com uma inoculacéo oral de oocistos de Eimerias, obtiveram melhor desempenho
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zootécnico das aves em relacdo ao grupo controle (auséncia de aditivos) e

semelhante a dieta com antibioticos usados como promotores de crescimento.

Ao avaliar a interacdo entre os agentes inoculados e a utilizacdo de
acidos organicos (Tabela 7), nota-se que os grupos que receberam a mistura de
acidos organicos na racdo apresentaram melhores valores de consumo de racao
aos 28 dias de idade em relagcdo aos grupos que nao receberam a mistura de
acidos organicos, mesmo quando junto ao desafio com Salmonella Enteritidis e
Eimeria tenella, denotando que os acidos organicos adicionados a racdo nao
alteraram sua palatabilidade. Neste estudo, o ganho de peso e o consumo de
alimento melhoraram com o uso de acidos orgéanicos na racao, concordando com
os resultados observados por VIOLA et al. (2008). Entretanto, os beneficios
obtidos pelas aves deste estudo foram relacionados a melhora no ganho de peso,
diferentemente das vantagens obtidas na conversado alimentar quando sao
utilizados antibidticos promotores de crescimento na dieta. Esses beneficios sé&o
confirmados por VAN IMMERSEEL et al.( 2006) ao afirmarem que a reducéo da
carga de microrganismos € a principal funcdo atribuida aos &cidos organicos,
portanto, sdo esperados efeitos na prevencdo de alteracdes digestivas e
consequente melhoria na conversdo alimentar, no ganho de peso e na
digestibilidade, promovendo melhoria no desempenho e utilizacdo de fosforo da

dieta.

TABELA 7 — Desdobramento das interacdo agente inoculado e utilizacdo de
acidos organicos para a variavel consumo de racdo (CR) aos 28
dias de idade em frangos de corte inoculados com Salmonella
Enteritidis e Eimeria tenella via oral e recebendo racdo com &cidos

organicos
Desafio
Acido Controle Salmonella Salm.+Eimeria
C/ Acido 1422,81Aa 1382,35Aa 1294,85Ab
S/Acido 1340,08Aa 1419,21Aa 1192,69Bb
CV(%) 5,63

Médias seguidas por letras minUsculas (mailsculas) distintas ha mesma linha (coluna) diferem entre si pelo
Teste de Tukey (P<0,05).

Nota-se que da mesma forma que o observado aos 28 dias, durante o
periodo de um a 35 dias (Tabela 8), ndo houve diferenca (p>0,05) nos valores de

conversdo alimentar entre 0s grupos que receberam ou ndo a mistura de acidos
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organicos na dieta. Os valores de conversédo alimentar nos grupos desafiados
com 0s microrganismos também mantiveram-se similares, entretanto o consumo
de racéo, o peso médio e o ganho de peso dos grupos que receberam desafio de
Eimeria tenella e Salmonella Enteritidis foram piores que os valores observados
para as mesmas variaveis nos grupos que nao receberam desafio microbioldgico
e que receberam somente a bactéria. Estes resultados denotam que as infeccbes
por Salmonella e Eimeria concomitantes promovem maior espoliacdo as aves
com queda no desempenho e posterior prejuizo econémico, além de a infeccao
por eimeria promover persisténcia por tempo prolongado da salmonela no
organismo da ave com aumento da suscetibilidade a outros patégenos, conforme
ja observado por BABA et al. (1982), QIN et al. (1995a e b) e BAINS (2005).

TABELA 8 — Peso médio (PM), ganho de peso (GP), consumo de racédo (CR),
conversdo alimentar (CA) e viabilidade (VB) durante o periodo de
um a 35 dias de idade de frangos inoculados com Salmonella
Enteritidis e Eimeria tenella via oral e tratados com ragcédo contendo
acidos organicos

Tratamento PM GP CR CA VB
Desafio
Controle 1.189,22a 1.148,86a 2.081,38a 2,12 76,19a
Salmonella 1.220,97a 1.180,31a 2.100,63a 2,08 76,19a
Salm.+Eim. 1.120,97b 1.080,63b 1.892,14b 2,07 71,42b

Ac. Organico

Sem éacido 1.165,89 1.125,18 2.003,48 2,09 74,99

Com é&cido 1.188,22 1.148,02 2.045,95 2,09 74,20

CV (%) 6,44 6,66 6,62 5,95 7,20
o)

Acido NS NS NS NS NS

Desafio ) 0,0096 0,0098 0,001 NS 0,05

Desaf.x Acido NS NS NS NS NS

Médias seguidas por letras minidsculas distintas na mesma coluna diferem entre si pelo Teste de Tukey
(P<0,05).

Neste estudo, as variaveis de desempenho aos 35 dias néo
apresentaram diferencas (p>0,05) com a utilizacdo ou ndo de acidos organicos na
dieta, corroborando os resultados obtidos por GARCIA et al. (2001) que,
estudando a acdo e o desempenho de dois acidos organicos na ragdo de frangos
de corte, também ndo encontraram diferencas entre os grupos tratados. Porém,
RUNHO et al. (1997), RAHMANI & SPEER (2005) e SALAZAR (2006) verificaram
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que nos grupos que ndo receberam &cidos orgéanicos, a conversdo alimentar foi
pior. A variedade dos diferentes resultados observados nos trabalhos citados
pode ser atribuida as diferentes condicdes de manejo e qualidade de racbes e
presenca ou ndo de desafio microbioldgico e de campo realizado em cada um
deles. Os &cidos organicos estudados foram diferentes, em concentracbes e
dosagens desiguais entre um estudo e outro, incluindo as condicbes e
apresentacoes totalmente diferentes. Todos esses fatores de certa forma

justificam a ampla margem de variagéo nos resultados estudados.

A viabilidade criatéria dos grupos desafiados com ambos os
microrganismos estudados apresentaram diferenca (p<0,05) em relacdo aos
grupos que ndo foram desafiados e que receberam desafio apenas da
Salmonella, mostrando que os grupos que receberam Salmonella Enteritidis e
Eimeria tenella apresentaram pior viabilidade criatoria. A pior viabilidade criatoria
observada nos grupos desafiados com os dois microrganismos provavelmente é
decorrente do desafio duplo imposto as aves. Resultados semelhantes foram
encontrados por BELLAVER et al. (2005) que acidificaram dietas de frango de
corte e obtiveram média de mortalidade 2% maior do que a convencional, sendo
explicada pelo desafio com oocistos de Eimerias imposto as aves com 14 dias de
idade.

4.2. Biometria de baco

Aos 14, 21, 28 e 35 dias, o0 baco de uma ave por parcela experimental
foi colhido, pesado e realizado célculo para o peso relativo deste 6rgdo. A
utilizacdo de acidos organicos na racdo nao influenciou no peso do baco nos
periodos estudados (Tabela 9). SANTOS (2003) também nao encontrou diferenca
(p>0,05) no peso do baco de frangos de corte ao comparar dietas contendo
diferentes aditivos promotores de crescimento, entre eles um acidificante, no
periodo de um a 42 dias de idade, porém, este autor afirmou que o menor peso
do baco verificado em dietas contendo acidificantes, ocorre pela acdo da atividade
antibiotica dos acidos organicos que proporcionam modificagdes na microbiota e

no metabolismo dos microrganismos intestinal, reduzindo a capacidade de fixacao
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de algumas bactérias patogénicas na parede do intestino e induzindo menor

resposta imune.

TABELA 9- Peso relativo do baco aos 14, 21,28 e 35 dias de idade em frangos de
corte inoculados com Salmonella Enteritidis e Eimeria tenella via oral
e tratados com ragdo contendo &cidos organicos

Tratamento l4dias 21dias 28dias 35dias
Desafio
Controle 0,12 0,12b 0,13 0,11
Salmonella 0,11 0,11b 0,13 0,11
Salm.+Eim. 0,13 0,18a 0,15 0,11
Ac. Organico
Sem acido 0,11 0,14 0,13 0,12
Com &acido 0,13 0,13 0,13 0,11
CV (%) 35,57 24,85 23,50 17,74
P
Acido NS <0,0001 NS NS
Desafio NS NS NS NS
Desaf.x Acido NS NS NS NS

Médias seguidas por letras minidsculas distintas na mesma coluna diferem entre si pelo Teste de Tukey
(P<0,05).

Nota-se que aos 21 dias de idade (Tabela 10) houve diferenca (p<0,05)
para o peso do baco entre os grupos desafiados com Salmonella Enteritidis e
Eimeria tenella e foi maior que os grupos desafiados somente com Salmonella.
Tais resultados podem ser explicados pela provavel atividade intensa do bago na
renovacao de células sanguineas e na producéo de linfocitos e anticorpos para
defesa imunoldgica das aves contra os desafios impostos.

Diante de tais resultados e sabendo-se que a coccidiose pode
exacerbar a infeccdo por Salmonella e ainda deixar as aves mais suscetiveis a
outras infeccbes, BERCHIERI JR. (2000) afirmou que em casos de salmoneloses
agudas, o baco apresenta congestdo severa com exsudacdo fibrinosa dos
sinusbides e posteriormente hiperplasia do sistema de células fagocitarias

mononucleares.

AMAZONAS et al. (2008) avaliaram o peso do baco de aves com

diferencas na suscetibilidade a infeccdo por Eimeria tenella e concluiram que o
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tamanho do bago tem influéncia na resposta imune das aves. De acordo com 0s
autores, o maior desenvolvimento relativo do baco da ave ocorre em aves de alta
fertilidade selecionadas para postura, e estas aves sdo as mais resistentes a

infeccéo por Eimeria tenella.

4.3. pH do intestino delgado e ceco

Aos 14, 21, 28 e 35 dias de idade, os conteudos do intestino delgado e
dos cecos foram colhidos e os valores de pH destas por¢des intestinais foram
aferidos. Pelos resultados obtidos (Tabela 10), verifica-se que a adicdo de acidos
orgéanicos na ragao reduziu o pH do intestino delgado aos 14 dias de idade. Nos
demais periodos estudados, a adicdo de acidificantes n&o interferiu no pH do

intestino delgado e dos cecos.

Estes achados sédo condizentes com 0 mecanismo de acao dos acidos
organicos, visto que, o efeito antibacteriano dos acidificantes é maior na parte
anterior do sistema digestorio (inglivio/moela) (GAUTHIER, 2002). ROCHA
(2008) também ndo encontrou diferencas nos valores de pH dos diferentes
segmentos do intestino delgado e do ceco utilizando a associacdo de acido
benzéico, fuméarico e HMTBa em racdes de frangos de corte. De acordo
BELLAVER & SCHEUERMAN (2006), o principal efeito da reducao da microbiota
se da no ingluvio e cecos, porém com a reducao do pH ocorrendo principalmente

até o diverticulo de Meckel.

As diferencas observadas para valores de pH maiores nos grupos que
foram desafiados (Tabela 10), provavelmente ndo estejam associados aos
desafios imposto as aves. A variacdo de pH manteve-se dentro do padrdo para
frangos de corte que de acordo com GAUTHIER (2002) varia de 6,0 a 7,5 no
intestino delgado e 6,5 a 8,0 nos cecos.
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TABELA 10 — Valores de pH do intestino delgado e ceco aos 14,21,28 e 35 dias
de idade em frangos de corte desafiados via oral com Salmonella
Enteritidis e Eimeria tenella via oral e tratados com rac&o contendo
acidos organicos

Intestino Delgado

Tratamento l4dias 21dias 28dias 35dias
Desafio
Controle 6,77 6,54 6,76a 6,36b
Salmonella 6,79 6,47 6,55ab 6,57a
Salm.+Eim. 6,90 6,27 6,54b 6,46ab
Ac. Organico
Sem acido 6,89a 6,48 6,66 6,48
Com &acido 6,75b 6,38 6,57 6,45
CV (%) 2,59 7,22 3,28 3,13
P
Acido 0,02 NS NS NS
Desafio NS NS 0,02 0,05
Desaf.x Acido NS NS NS NS
Ceco
Tratamento l4dias 21dias 28dias 35dias
Desafio
Controle 6,66b 6,60 6,98 6,55b
Salmonella 7,00a 6,83 6,98 6,87a
Salm.+Eim. 7,07a 6,75 6,89 7,00a
Ac. Organico
Sem &cido 6,97 6,67 6,92 6,79
Com &cido 6,85 6,79 6,98 6,83
CV (%) 3,07 511 5,85 4.30
P
Acido NS NS NS NS
Desafio 0,0001 NS NS 0,002
Desaf.x Acido NS NS NS NS

Médias seguidas por letras minusculas distintas na mesma coluna diferem entre si pelo Teste de Tukey
(P<0,05).
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4.4. Contagem de oocistos e escores de lesao

Aos 21 e 28 dias de idade, uma ave de cada parcela experimental foi
sacrificada e os contetdos dos cecos foram colhidos e feita a contagem de
oocistos de Eimeria tenella. A adicdo de acidos organicos na racado nao
influenciou estatisticamente a contagem de oocistos do conteddo cecal,
entretanto, nos grupos que receberam acidificantes na racédo é possivel verificar

uma reducdo no numero médio de oocistos do conteudo cecal (Tabela 11).

TABELA 11 — Contagem de oocistos de Eimeria tenella por grama de conteudo
cecal aos 21 e 28 dias de idade (expressa em Log) em frangos de
corte desafiados com Salmonella Enteritidis e Eimeria tenella via
oral e tratados com ragdo contendo &cidos organicos

Tratamento 21dias 28dias
Desafio
Salmonella 0,91b Ob
Salmonella+Eimeria 5,96a 3,57a

Ac. Organico

Sem acido 3,50 1,96

Com écido 3,38 1,61

CV (%) 38,31 48,98
P

Acido NS NS

Desafio ] <0,0001 <0,0001

Desaf.x Acido NS NS

Médias seguidas por letras minldsculas distintas na mesma coluna diferem entre si pelo Teste de Tukey
(P<0,05).

Do mesmo modo, ocorreu consideravel reducdo do numero de oocistos
das excretas dos grupos que receberam acidos organicos na racdo diferindo
(p<0,05) dos grupos que nao receberam acidos organicos aos sete dias apos a

inoculacao dos oocistos de Eimeria tenella (Tabela 12).
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TABELA 12 — Contagem de oocistos por grama de excretas apos 5 a 11 dias da
inoculacdo de Eimeria tenella (expressa em Log) em frangos de
corte desafiados com Salmonella Enteritidis e Eimeria tenella via
oral e tratados com rac&o contendo acidos organicos

Dias apés inoculagéo

Acido 5 6 7 8 9 10 11

ClAcido | 3,01 332  4,83B 4,31 4,07 4,03 4,04
S/Acido | 3,08 367  511A 4,58 4,46 4,21 4,24
CV (%) 7,10 13,64 1,97 8,31 8,79 6,31 11,12

Médias seguidas por letras mailsculas distintas na mesma coluna diferem entre si pelo Teste de Tukey
(P<0,05).

A maior contagem de oocistos nas excretas aos sete dias apos a
inoculagéo ocorreu provavelmente devido a maior eliminagdo de oocistos pelas
fezes neste periodo. Estes resultados sdo condizentes com KAWAZOE (2000)
guando citou que a infeccéo por Eimeria tenella se caracteriza por sangramento e
espessamento da parede cecal no quinto e sexto dias apos a infeccdo, com
posterior eliminacdo de oocistos nas fezes, coincidindo com a maturacdo da

segunda geracéo de esquizogonia.

A diminuicdo do numero de oocistos nas excretas dos grupos que
receberam &cidos organicos na dieta provavelmente ocorreu pelo beneficio a
saude intestinal das aves destes grupos proporcionado pela acdo dos
acidificantes, com diminuicdo da invasao bacteriana na mucosa cecal. Entretanto,
nao foram encontrados dados na literatura pesquisada referentes ao uso de

acidos organicos no tratamento de eimerioses que respaldem estes resultados.

Aos 21 dias de idade os cecos de uma ave por parcela experimental
foram observados quanto as lesdes produzidas pela coccidiose e foram atribuidos
escores de acordo com a gravidade da lesdo observada (Tabela 13). Analisando-
se os dados da Tabela 14, observa-se que houve diferenca (p<0,05) entre os
tratamentos quando se avaliou as médias de lesdes por coccidiose causadas pela

Eimeria tenella.
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TABELA 13 — Escore de lesGes por coccidiose no ceco de frangos de corte aos
21 dias de idade desafiados com Salmonella Enteritidis e Eimeria
tenella via oral e tratados com racdo contendo acidos organicos

Escore de lesGes Média pelo KW
Tratamento 0 1 2 3 4
SE+Et c/ 4cido 0 2 4 0 0 4,83A
SE+Et s/acido 0 0 4 2 0 8,16B
P 0,034

Escore de lesdo: 0 — sem lesfes; 1 — lesdes leves; 2 — lesbes moderadas; 3 - lesdes intensas; 4 — lesbes
maximas, irreversiveis. Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis (KW). SE — Salmonella Enteritidis; Et — Eimeria tenella.

As aves que receberam racdo sem a adicdo de acidos organicos
apresentaram maior média de lesdes pelo KW aos 21 dias de idade, quando
comparado ao tratamento que recebeu adicdo de acidificantes na racdo. A
provavel causa para esses resultados é a mesma que justificou a reducdo no
namero de oocistos por grama de fezes observada nos tratamentos que
receberam a adicdo de &cidos organicos na ragéo, ou seja, a melhoria na saude
intestinal proporcionada pela acdo benéfica dos acidificantes no trato

gastrintestinal.

O mecanismo de acdo dos &cidos organicos no controle da coccidiose
nos monogastricos nao foi encontrado na literatura consultada. Entretanto, os
resultados sé@o consistentes em relacdo ao uso de acidificantes na melhora da
capacidade do sistema digestivo das aves em metabolizar e utilizar o alimento e
na modulacdo da microbiota intestinal (MIN et al., 2007; SALAZAR et al., 2008).

4.5. Pesquisa de Salmonella

Aos 14, 21, 28 e 35 dias, uma ave por parcela experimental foi
eutanasiada e pesada. O bacgo e as tonsilas cecais foram colhidos, macerados e
homogeneizados e submetidos a analise bacteriol6gica convencional para
pesquisa de Salmonella (Tabela 14). O mesmo procedimento foi feito nas aves
gue morreram no decorrer do experimento. Das 16 aves dos grupos desafiados
com Salmonella Enteritidis, foi identificada a presenca de Salmonella em nove
(56%) e destas nove aves, duas (22,2%) receberam acidificantes na racédo e
morreram até os 15 dias de idade; trés (33,3%) nao receberam acidificantes na
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racdo e quatro (44,4%) aves foram desafiadas com os dois patdgenos em estudo
e nao receberam acidificantes na racdo; uma ave destas quatro apresentou
escore 4 de lesdo por coccidiose. Nas sete aves, que morreram, dos grupos nao
desafiados ndo foi detectada presenca de Salmonella nas amostras de 6rgaos

analisadas.

Todas as aves dos grupos ndo desafiados com Salmonella Enteritidis
que foram necropsiadas apresentaram negatividade para a presenca da bactéria

nos orgaos analisados.

TABELA 14 — Presenca (%) de Salmonella Enteritidis em frangos de corte com
14, 21, 28 e 35 dias de idade desafiados com Salmonella Enteritidis
e Eimeria tenella via oral e tratados com racdo contendo acidos

organicos
Tratamento/ldade l4dias 21dias 28dias 35dias Total
Tonsilas cecais
SE c/ 4cidos 4/6*(66%) 0/6(0%) 0/6(0%) 0/6(0%) 4/24(16,6%)
SE s/ acidos 4/6(66%) 4/6(66%) 3/6(50%) 2/6(33%) 13/24(54,1%)

SE+Et ¢/ cidos  2/6(33%)  2/6(33%)  1/6(16%)  1/6(16%)  6/24(25%)
SE+Et s/acidos  2/6(33%)  5/6(83%)  4/6(66%)  3/6(50%)  14/24(58,3%)

Baco
SE ¢/ acidos 2/6(33%)  1/6(16%) 0/6(0%)  0/6(0%)  3/24(12,5%)
SE s/ acidos 2/6(33%)  2/6(33%)  1/6(16%)  2/6(33%)  7/24(29,1%)

SE+Et ¢/ acidos  0/6(0%)  1/6(16%)  1/6(16%) 0/6(0%)  2/24(8%)
SE+Et s/acidos  4/6(66%)  3/6(50%)  2/6(33%)  2/6(33%)  11/24(45%)

* Nomero de isolamentos positivos/nimero de amostras analisadas. SE - Salmonella Enteritidis;
Et — Eimeria tenella.

Observa-se (Tabela 15) que a Salmonella Enteritidis utilizada
experimentalmente como agente desafiante foi capaz de promover a invasédo do
baco e colonizar o ceco das aves, persistindo por maior tempo nos grupos que
também foram desafiados com Eimeria tenella. Estes resultados encontram
respaldo em QIN et al. (1995) quando afirmaram que a infec¢cdo das aves por
Eimeria tenella, pode determinar a permanéncia de Salmonella Enteritidis (SE) no
intestino por um periodo mais longo, quando comparado com a infec¢do isolada
pela SE, resultando em maior periodo de exposicdo da SE nas excretas, levando

a reingestao e reinfecgéo.
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As aves desafiadas somente com Salmonella Enteritidis néo
apresentaram sinais clinicos, j& quando desafiadas juntamente com Eimeria
tenella os sinais clinicos observados entre 19 e 25 dias foram diarréia
sanguinolenta, arrepiamento das penas e perda de peso, que provavelmente
estavam relacionados a coccidiose e ndo a salmonelose. BERCHIERI JUNIOR &
OLIVEIRA (2006) citaram que a presenca de sinais clinicos da salmonelose é
comum em aves jovens e ocasional em adultas, entretanto, relataram que os
sorotipos pertencentes ao grupo das paratiféides colonizam o trato intestinal sem
determinar qualquer sinal clinico, uma vez que ndo séo especificos de aves, mas
com adaptacdo suficiente para persistir no intestino destas, possibilitando a
eventual contaminacdo das carcacas e dos ovos. KAWAZOE (2000) citou que a
E. tenella parasita células da cripta e da lamina propria do intestino destruindo-as,
impedindo a renovagao das vilosidades epiteliais, resultando na sua auséncia e
na perda continua de fluidos, hemorragia, suscetibilidade a invasédo de bactérias e
subsequente formacdo de lesGes necréticas. A mesma autora sugeriu também
gque a diminuicdo na absorcdo dos nutrientes e perda de peso estejam
relacionadas com a rapidez com que os alimentos ingeridos passam pelo trato
digestivo das aves infectadas.

A deteccdo da Salmonella no baco ocorre apds a ingestdo oral com
colonizagdo do sistema digestério da ave, especialmente 0s cecos e
posteriormente penetra na mucosa epitelial, replicando dentro dos fagossomos,
sobrevivendo assim dentro dos macrofagos e disseminando-se aos 6rgdos
internos tais como o figado, o baco e tecidos reprodutivos estabelecendo um
quadro de infecgéo sistémica (DESMIDT et al., 1997; BOHEZ et al., 2008).

Neste estudo, os grupos tratados com acidos organicos (Tabela 15),
obtiveram menores frequéncias de isolamento de Salmonella Enteritidis no baco e
tonsilas cecais do que os grupos que nao receberam &cidos na racdo, mesmo
quando desafiados também com Eimeria tenella. Resultados semelhantes
também foram encontrados por BASSAN et al. (2008) e ROCHA (2008), ao
utilizarem acidificantes na ragédo para controlar S. Enteritidis e S. Typhimurium
em frangos de corte, respectivamente. VAN IMMERSEEL et al. (2004) ao

inocularem Salmonella Enteritidis em frangos de corte e posteriormente tratarem-
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nos com &cido butirico, também observaram diminuicdo na invasdo bacteriana

nas células epiteliais do ceco.

MIN et al. (2007) justificaram que os &acidos organicos reduzem
bactérias acido-intolerantes como Salmonella sp., com melhoria da digestibilidade
da energia e da proteina, provavelmente, pela reducdo da carga microbiana,
diminuicdo na producdo de aminas biogénicas e outros metabdlitos, reduzindo o

estimulo imune local, resultando na melhoria da saude intestinal.
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5. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos e sob as condicdes que o
experimento foi realizado, pode-se concluir que a adicdo de acidos organicos
(acético, formico e propiénico) na proporgdo de 4 kg por tonelada de ragdo pode
ser recomendada, pois promoveu melhorias no desempenho zootécnico dos
frangos de corte, beneficiando a saude intestinal com reflexos positivos no

controle da Salmonella Enteritidis juntamente com a Eimeria tenella.
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