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RESUMO

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar a eficiéncia de um composto vegetal
contendo 6leo essencial de orégano, alecrim, canela e extrato de pimenta vermelha no
controle de Salmonella, Eimeria e Clostridium em frangos de corte. Para tal, foram realizados
dois experimentos. No primeiro avaliou-se a eficiéncia deste produto no controle de
Clostridium perfringens apés desafio com Eimeria acervulina, E. maxima e E. tenella. Aves
de um dia de idade foram divididas em trés grupos: T1 — dieta controle sem aditivo promotor
de crescimento; T2 — dieta com adicao de avilamicina (10 ppm); e T3 — dieta com adi¢ao do
composto vegetal (100 ppm). O uso do composto vegetal na alimentagdo de frangos reduziu
lesdes especificas de E. maxima e E. tenella aos 14 dias p6s-inoculacdo (PI) como também
reduziram a contagem de unidades formadoras de colénias (UFC) de Clostridium perfringens
no conteido do ceco das aves em relacdo ao grupo controle. No segundo experimento
avaliou-se a eficiéncia deste mesmo produto em aves desafiadas com Salmonella Enteritidis.
Aves de um dia de idade foram distribuidas em trés tratamentos, sendo T1 — dieta controle
sem adi¢do de antibidtico promotor de crescimento, T2 — dieta com 10 ppm de Avilamicina,
T3 — dieta com 100 ppm de um produto a base do composto vegetal acima citado. Aos 21 dias
de idade todas as aves foram inoculadas com 10° UFC de Salmonella Enteritidis. A utiliza¢do
do composto vegetal e avilamicina diminuiu a excrecdo de Salmonella nas aves 72 horas PI
de Salmonella. A utilizacdo do composto vegetal aumentou a relacio vilo/células CD3" no
duodeno, em relagdo ao grupo avilamicina e controle, porém nao teve efeito sobre a expressao
destas células no ceco.

Palavras-chaves: Clostridium, Eimeria, extrato de ervas, 6leos essenciais, Salmonella.
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ABSTRACT

The efficiency of a product in broiler feed containing essential oil of oregano, rosemary,
cinnamon and extract of red pepper (plant compost) in the control of Salmonella, Eimeria and
Clostridium was evaluated. Two experiments were carried out to evaluate the product. In the
first experiment the efficiency of this product to control Clostridium perfringens after
challenge with Eimeria acervulina, E. maxima and E. tenella was assessed. Day old chicks
were allotted into three groups: T1 — control diet without growth promoter, T2 — diet with
avilamycin (10 ppm), and T3 — diet with addition of the plant compost (100 ppm). The use of
the plant compost in broiler diets reduced specific lesions of E. maxima and E. tenella at 14
days after inoculation and reduced the count of colony forming units (CFU) of Clostridium
perfringens in the ceca comparing to the control group. In the second trial the efficiency of
the same product in birds challenged with Salmonella Enteritidis was evaluated. Day old birds
were submitted to three experimental diets: T1 — control diet without antibiotics growth
promoter, T2 — diet with 10 ppm Avilamycin, T3 — diet with 100 ppm of the plant compost
mentioned above. At 21 days of age all birds were inoculated with 10° CFU of Salmonella
Enteritidis. The use of the plant compost and avilamycin decreased the excretion of
Salmonella in poultry 72 hours after the inoculation. The use of the plant compost increased
villous / CD3" cells in the duodenum, compared to group avilamycin and control, but had no
effect on the expression of these cells in the cecum.

Key-words: Clostridium, Eimeria, essencial oils, herb extracts, Salmonella.
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INTRODUCAO GERAL

Em consequéncia da ampla distribuicao bacteriana no intestino, desde a década
de 50, antibidticos tém sido incorporados na racdo animal, devido ao benéfico e
vantajoso efeito no desenvolvimento ponderal de aves e suinos. Esta prética consolidou-
se e os antimicrobianos passaram a ser chamados de promotores de crescimento, porque
reduzem a morbidade e a mortalidade causadas por doencas clinicas e subclinicas e,
também, incrementam a conversao alimentar, favorecendo o crescimento € promovendo
melhoras nos indices zootécnicos em animais criados sob condi¢des cada vez mais
intensivas. O uso de antibidticos como profilaticos ou como promotores de crescimento
na alimentacdo animal também reduz o isolamento de patégenos na carne de aves.

Desta forma, os antimicrobianos contribuiram para a expansao da avicultura e da
suinocultura, atingindo patamares capazes de influenciar a balanga comercial dos paises
produtores (Menten, 2001). Mais recentemente, entretanto, 0 amplo uso destes agentes
tem sido alvo de restricoes (Butaye et al., 2003; Brugali, 2003). Em 1997, a
Organizacdo Mundial da Saide (OMS) publicou um relatério sugerindo a ligacdo entre
os antibidticos usados na alimentacdo destes animais € o aumento da resisténcia
antimicrobiana no homem (World Health Organization, 1997). Em 2000, outro relatério
recomendava que fosse banido o uso dos antibidticos promotores de crescimento de
mesma classe dos usados em seres humanos (World Health Organization, 2000). Sendo
assim, a partir de janeiro de 2006, a Unido Européia proibiu o uso de qualquer tipo de
antibidtico e quimioterdpico como promotor de crescimento na produ¢do animal, que
eram vistos como fatores de risco para a saide publica pelo seu eventual papel na

ocorréncia de resisténcia microbiana.
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Tais regulamentacdes tém forcado a busca de alternativas que garantam o
maximo crescimento dos animais sem afetar a qualidade do produto final. As principais
alternativas que tém sido pesquisadas incluem prebidticos, probidticos, enzimas, dcidos
organicos, Oleos essenciais e extratos vegetais (Miltenburg, 2000; Jeauround et al.,
2002).

A utilizacdo de plantas como medicamentos acompanhou o processo
civilizatério de maneira especial e ainda representa uma fonte de recursos a moderna
farmacologia. A inclusdo de extratos vegetais as racdes animais requer auséncia de
toxicidade e assim os 6leos essenciais de vegetais, tradicionalmente utilizados como
condimentos ou temperos, enquandram-se neste fim, agora, com renovado interesse
(Brugali, 2003).

Extratos vegetais sdo provenientes de produtos vegetais, isolados ou em misturas
isentas de matérias estranhas, utilizados como temperos, flavorizantes e aromatizantes
de alimentos (Peter, 2001). Segundo a Resolucdo - RDC n° 2, de 15 de janeiro de 2007
— Anvisa, 6leos essenciais sao produtos voléteis de origem vegetal obtidos por processo
fisico (destilagao por arraste com vapor de dgua, destilacio a pressdo reduzida ou outro
método adequado). Podem se apresentar isoladamente ou misturados entre si,
retificados, desterpenados ou concentrados. Entende-se por retificados, os produtos que
tenham sido submetidos a um processo de destilacdo fracionada para concentrar
determinados componentes; por concentrados, os que tenham sido parcialmente
desterpenados, por desterpenados, aqueles dos quais tenha sido retirada a quase
totalidade dos terpenos (Brasil, 2007).

Os componentes dos Oleos essenciais sdo produzidos pelo metabolismo
secundério da planta, sendo que sua producdo nem sempre € necessdria para que a

planta complete seu ciclo de vida, porém desempenham um importante papel na
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interacdo das plantas com o meio ambiente, possuindo um papel de defesa contra
patégenos ou protecdo contra fatores estressantes como mudangas de temperatura, luz,
raios ultravioletas ou deficiéncias nutricionais (Peres, 2009).

Por esse motivo a composicdo e a concentracdo dos constituintes metabodlicos
secundérios de uma planta podem variar conforme a espécie vegetal, as condicdes
climéticas durante o seu desenvolvimento, a procedéncia da planta, o tipo de extragcdo e
as condi¢des de armazenamento (Jansen et al., 1986).

Segundo Kamel (2000), os efeitos positivos dos extratos vegetais estdo
associados aos seus principios ativos e compostos secunddrios. Principios ativos sdo
componentes quimicos, presentes em todas as partes das plantas ou em areas especificas
que conferem as plantas medicinais alguma atividade terapéutica (Martins et al., 2000).

A substancia que constitui o principio ativo de um O6leo essencial pode ser
encontrada em diversas plantas, as vezes em concentragdes diferentes. O timol pode ser
encontrado no 6leo essencial de tomilho (41%) e no 6leo essencial de orégano (10%),
porém s6 pode ser considerado principio ativo do tomilho, sendo que o principio ativo
do orégano € o carvacrol, presente em 60% do d6leo (Kamel, 2000).

Niao se conhece exatamente o mecanismo de acdo dos 6leos essenciais, porém
acredita-se que a maioria deles exerce efeito microbiano na estrutura da parede celular
bacteriana, desnaturando e coagulando proteinas. Alteram a permeabilidade da
membrana citoplasmaética por ions de hidrogénio e potassio, causando a interrup¢ao dos
processos vitais da célula, como transporte de elétrons, translocacdo de proteinas,
fosforilagdo e outras reagdes que dependem de enzimas, o que resulta em perda do
controle quimiosmdtico da célula afetada, levando a morte bacteriana (Dorman e Deans,

2000).
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A alterac@o da permeabilidade da membrana das paredes celulares das bactérias
se deve ao cardter lipofilico dos 6leos essenciais que se acumulam nas membranas. As
bactérias gram-negativas possuem uma membrana externa que contém
lipopolissacarideos, formando uma superficie hidrofilica. Este cardter hidrofilico cria
uma barreira a permeabilidade das substancias hidrofébicas como o6leos essenciais,
explicando a resisténcia de bactérias Gram-negativas aos 6leos essenciais. (Dorman e
Deans, 2000).

Quando utilizados na alimentacdo animal, os principios ativos dos extratos
vegetais sdo absorvidos no intestino pelos enterdcitos e metabolizados rapidamente no
organismo. Os produtos deste metabolismo sdo transformados em compostos polares,
através da conjugacdo com glicuronatos, e excretados na urina. Outros principios ainda
podem ser eliminados pela respiracdo como CO,. A rdpida metaboliza¢do e curta meia-
vida dos compostos ativos levam a crer que existe um risco minimo de acimulo nos
tecidos. (Kohlert et al, 2000).

Extratos de ervas e 6leos essenciais tém sido ao longo da histéria da humanidade
relacionado com a resisténcia a doengas. Apesar disso o mecanismo de acdo tem sido
bastante questionado na medicina moderna. Ainda ndo estd completamente definido se
estes aditivos atuam sobre os patdgenos especificamente ou tem a¢do imunomoduladora
tornando os animais e pessoas resistentes a infeccoes. De qualquer maneira maiores
estudos sdo necessdrios nesta drea para melhor compreender seu mecanismo de acao no
controle de enfermidades.

Sdo recentes os estudos cientificos com plantas ou mesmo seus metabdlitos
secunddrios para fins terapéuticos, profildticos ou como melhoradores do desempenho
de animais. No entanto, as recentes restricdes ao uso de antibidticos melhoradores do

desempenho na produg¢do animal t€m incentivado a busca por aditivos alternativos.
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Neste sentido, cresce em importancia a possibilidade de exploracdo do potencial
antimicrobiano, bem como de outras propriedades, das plantas e de seus respectivos
constituintes.

No ambito do consumo de racdes destinadas a avicultura e suinocultura, ha
nitida preocupagdo pela substituicdo dos antibacterianos, denominados promotores de
crescimento, por agentes nao menos efetivos, mas de origem natural (Miltenburg, 2000;
Menten, 2001). As plantas estudadas e empregadas atualmente na nutricdo animal sdo a
canela e o cravo (melhoram o apetite e a digestdo), orégano (propriedades
antimicrobianas), e a pimenta vermelha (potencial antidiarréico e anti-inflamatorio)
(Kamel, 2000). Os 6leos essenciais extraidos de orégano, do tomilho, da canela, entre
outros, tém potencial antimicrobiano significativo (Burt, 2004; Jeauround et al., 2002;
Kalemba e Kunicka, 2003); todavia, a maioria das publicacdes estabelece
generalizagOes sobre estas atividades frente a bactérias Gram-positivas, Gram-negativas,
fungos, incluindo limitado nimero de representantes de cada espécie, sendo costumeira
a utilizacdo de apenas um exemplar catalogado como os da colecio ATCC (““American
Type Culture Collection”) (Hammer et al., 1999; Smith-Palmer et al., 1998).

E importante considerar que o estudo dos mecanismos de acdo de diferentes
agentes, no que se refere a acdo de promotor de crescimento, também deve considerar a
resposta do animal a estes agentes, € bem como aos patégenos. De maneira geral, a
resposta dos animais frente a infeccdo possui complexas etapas que envolvem tanto
respostas celulares como humorais. Especialmente em aves, a auséncia de linfonodos
resulta em que as células de defesa podem ser encontradas nos Orgdos linféides
primdrios e nos secundarios, como intestino e figado (Tizard, 1996). No figado das aves
€ comum observar a proliferacio de linfécitos em resposta a algumas infecgdes,

formando os chamados agregados linféides ou centros germinativos. A contagem destes



16

agregados pode ser usada como método de qualificacdo e quantificacdo de
imunossupressao (Riddel, 1996). Sousa et al. (2009) observaram que a presenga de
agregados linféides no figado de frangos parece ser influenciada pela severidade da
infeccao intestinal decorrente da coccidiose avidria. De fato, o estudo da resposta imune
dos animais normalmente envolve o desafio dos animais com infec¢des como
coccidiose, salmonela, entre outros patdgenos, que sdo importantes por afetarem
desempenho dos animais no campo e/ou terem importancia em saide publica.

Neste contexto, para entender o potencial antimicrobiano e imunomodulador de
Oleos essenciais e de extratos de plantas, foi desenvolvido o presente estudo. Este
trabalho foi dividido em dois experimentos. No primeiro objetivou-se avaliar a
eficiéncia de 6leos essenciais de orégano (Origanum vulgare), de alecrim (Rosmarinus
officinallis), de canela (Cinnamomum zeylanicum) e extrato de pimenta vermelha
(Capsicum annuum), no controle Clostridium perfringens ap6s desafio com Eimeria
acervulina, E. maxima e E. tenella. O segundo experimento foi desenvolvido com o
objetivo de avaliar a eficiéncia deste mesmo produto em aves desafiadas com
Salmonella Enteritidis. Paralelamente, foi investigada a resposta do sistema imune das
aves as infeccdes e/ou ao uso de produtos de plantas pela presenca de células CD3

positivas (linfécitos T) na mucosa intestinal.
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OLEO ESSENCIAL DE OREGANO, ALECRIM, CANELA E
EXTRATO DE PIMENTA NA DIETA FRANGOS DE CORTE PARA

O CONTROLE DE EIMERIOSES E CLOSTRIDIOSE

RESUMO

Neste trabalho avaliou-se a eficiéncia da mistura de composto vegetal a base de 6leo
essencial de orégano (Origanum vulgare), canela (Cinnamomum zeylanicum) e alecrim
(Rosmarinus officinallis) e extrato de pimenta vermelha (Capsicum annuum) no
controle Clostridium perfringens em aves desafiadas com Eimeria sp. Aves de um dia
de idade foram divididas em trés grupos: T1 — dieta controle sem aditivo promotor de
crescimento; T2 — dieta com adi¢do de avilamicina (10 ppm); e T3 — dieta com adi¢ao
de composto vegetal (100 ppm). Nao foi adicionado anticoccidiano nas dietas. Aos 15
dias de idade os animais foram inoculados com um pool de oocistos de Eimeria
acervulina, E. maxima e E. tenella. Aos sete e 14 dias pds-inoculacdo (PI) foram
realizadas necropsias de seis aves por tratamento para avaliagao de lesdes de coccidiose
e enterites inespecificas. Aos 14 dias PI foi coletado contetddo cecal para contagem de
Clostridium sp. O uso do composto vegetal na alimentacdo de frangos reduziu lesdes
especificas de E. maxima e E. tenella aos 14 dias PI como também diminuiu a contagem
de unidades formadoras de colonias (UFC) de Clostridium perfringens no conteido do
ceco das aves em relac@o ao grupo controle.

Palavras-chave: Clostridium, Eimeria, extrato de ervas, 6leos essenciais.
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OREGANO, ROSEMARY, CINNAMON ESSENTIAL OILS AND PEPPER
EXTRACT IN BROILER FEED TO CONTROL EIMERIOSIS AND

CLOSTRIDIOSIS

ABSTRACT

In this study, the effectiveness of a vegetal compost based on essential oil of oregano
(Origanum vulgare), cinnamon (Cinnamomum zeylanicum) and rosemary (Rosmarinus
officinallis) and extract of red pepper (Capsicum annuum) in controlling Clostridium
perfringens in poultry after challenged with Eimeria sp was evaluated. Day-old chicks
were allotted into three groups: T1 — control diet without growth promoter; T2 — diet
with addition of avilamycin (10 ppm); and T3 — diet with addition of the vegetal
compost (100 ppm). Anticoccidial was not added in the diets. At 15 days of age the
animals were inoculated with a pool of Eimeria acervulina, E. maxima and E. tenella
oocysts. At seven and 14 days post-inoculation (PI) necropsies of six birds per treatment
were performed for evaluation of lesions of coccidiosis and nonspecific enteritis. At 14
days PI cecal contents were collected for enumeration of Clostridium sp. The use of
vegetal compost in broiler diets controlled specific E. maxima and E. tenella enteritis at
14 days PI and also reduced the counting of colony-forming unit (CFU) of Clostridium
perfringens in cecum compared to the control group.

Key words: Clostridium, Eimeria, essential oils, herbs extract.
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INTRODUCAO

Desde a década de 50 os antibidticos s@o utilizados como promotores de crescimento,
controlando micro-organismos prejudiciais ao processo de digestdo e de absor¢do e
promovendo melhoras nos indices zootécnicos em animais criados sob condi¢des cada
vez mais intensivas (Menten, 2001). Em 1997, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS)
publicou um relatério sugerindo a ligacdo entre os antibidticos usados na alimentacdo
destes animais e o aumento da resisténcia antimicrobiana no homem (World Health
Organization, 1997). Em 2000, outro relatério recomendava que fosse banido o uso dos
antibidticos promotores de crescimento de mesma classe dos usados em seres humanos
(World Health Organization, 2000). Sendo assim, a partir de janeiro de 2006, a Unido
Européia proibiu o uso de qualquer tipo de antibidtico € quimioterdpico como promotor
de crescimento na producdo animal, que eram vistos como fatores de risco para a saide
publica pelo seu eventual papel na ocorréncia de resisténcia microbiana.

As principais alternativas que t€m sido pesquisadas incluem prebidticos, probidticos,
enzimas, dcidos organicos e extratos vegetais (Miltenburg, 2000; Jeauround et al.,
2002). A utilizacdo de plantas como medicamentos tem acompanhado a histéria da
civilizacdo e se constitui em fonte de recursos a moderna farmacologia. A inclusdo de
extratos vegetais as racdes animais requer auséncia de toxicidade e assim os Oleos
essenciais de vegetais, tradicionalmente utilizados como condimentos ou temperos,
enquandram-se neste fim, agora, com renovado interesse (Brugalli, 2003).

Oleos essenciais constituem-se em complexas misturas de substincias volateis,
geralmente lipofilicas (Simdes e Spitzer, 1999), cujos componentes incluem
hidrocarbonetos terpénicos, dlcoois simples, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, acidos

orgadnicos fixos, etc, em diferentes concentracdes, nos quais, um CcOMpPOSto
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farmacologicamente ativo € majoritdrio. No orégano, este composto € o carvacrol (3 a
17%); e, na canela, o cinamaldeido (75%) (Farmacopea Italiana, 1998).

Como mecanismo de ac¢do dos 6leos essenciais acredita-se que a maioria deles exerce
efeito antimicrobiano na estrutura da parede celular bacteriana, desnaturando e
coagulando proteinas. Alteram a permeabilidade da membrana citoplasmética para ions
de hidrogénio e potéssio, causando a interrup¢do dos processos vitais da célula, como
transporte de elétrons, translocacdo de proteinas, fosforilagdo e outras reagdes que
dependem de enzimas, o que resulta em perda do controle quimiosmético da célula
afetada, levando a morte bacteriana (Dorman e Deans, 2000).

A coccidiose € uma das doencas avidrias causada por protozodrios do género
Eimeria, presente em praticamente todos os plantéis avicolas. Causa prejuizos, tanto
pelo aumento da conversdo alimentar, diminui¢do na taxa de crescimento e, as vezes,
por aumentar a mortalidade nos lotes (Mc Dougald, 1998), quanto por ser também um
fator predisponente ao surgimento de clostridiose, por danificar os tecidos intestinais e
modificar as fun¢des do trato gastrointestinal quebrando as barreiras naturais de defesa
do animal (Gil de los Santos et al., 2008). As principais eimérias que causam problemas
em avicultura sdo a Eimeria acervulina que provoca principalmente lesdes em duodeno,
a E. maxima que causa lesdes em jejuno e ileo e a E. tenella que causa processos
hemorréagicos no ceco das aves. Embora o uso de anticoccidianos seja eficiente no
controle da doenca o aparecimento de resisténcia limita seu uso na eliminagdo da
doenca em granjas comerciais, em vista disso estudam-se alternativas para o controle
desta enfermidade, como 6leos essenciais e extratos vegetais. Christaki et al (2004)
obtiveram resultados positivos com relacdo ao desempenho zootécnico (ganho de peso,

consumo de ragdo e conversdo alimentar) além de observarem uma reducdo nas lesdes
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em ceco dos animais tratados com mistura comercial de 6leos essenciais em frangos
desafiados com Eimeria tenella.

O Clostridium perfringens participa da microbiota intestinal normal de frangos,
porém, alguns fatores como mudancas bruscas na alimentagdo, stress, salmoneloses,
micotoxinas e coccidiose faz com que este micro-organismo reproduza-se rapidamente
produzindo toxinas que causam lesdes ulcerativas e necrose da mucosa intestinal
levando a uma doenca conhecida como enterite necrética. Estima-se que esta doenca
possa causar perdas da ordem de até 33% nos plantéis avicolas devido aos gastos com
medicamentos, redu¢do no ganho de peso e aumento da conversao alimentar (Lovland e
Kaldhusdal, 2001). A capsaicina, o cinamaldeido e o carvacrol podem reduzir o nimero
de C. perfringens em ceco de frangos (Jamroz e Kamel, 2002), bem como uma mistura
de Oleos essenciais a base de carvacrol, timol, cinamaldeido, eugenol e capsaicina
reduziu a contagem desta bactéria em duodeno, jejuno, ileo e ceco de frangos.

A resposta do organismo frente a infec¢do possui complexas etapas que envolvem
tanto respostas celulares como humorais. Como as aves ndo possuem linfonodos, as
células de defesa podem ser encontradas nos Orgdos linféides primérios e nos
secundérios, como intestino e figado (Tizard, 1996). No figado das aves é comum
observar a proliferacdo de linfécitos em resposta a algumas infeccdes, formando os
chamados agregados linféides ou centros germinativos. A contagem destes agregados
pode ser usada como método de qualificagdo e quantificacdo de imunossupressiao
(Riddel, 1996). Sousa et al. (2009) observaram que a presenca de agregados linféides no
figado de frangos parece ser influenciada pela severidade da infec¢do intestinal
decorrente da coccidiose avidria.

Neste contexto, aumenta a importancia da exploracdao do potencial antimicrobiano,

bem como de outras propriedades, das plantas e de seus respectivos constituintes. Este
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trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de 6leo essencial de orégano, alecrim,
canela e extrato pimenta vermelha, no controle da coccidiose e do Clostridium

perfringens em frangos desafiados com Eimeria acervulina, E. maxima e E. tenella.

MATERIAL E METODOS

Foram alojadas 51 aves de um dia de idade em cama de maravalha, divididas em trés
grupos sendo 17 animais por tratamento. Cada tratamento recebeu racdo formulada de
acordo com os niveis recomendados pelo NRC (1994) sem adi¢do de anticoccidiano,
sendo que o T1 recebeu dieta controle sem adi¢do de antibidtico promotor de
crescimento (APC), T2 dieta com adi¢do de 10 ppm de avilamicina, e T3 dieta com
adi¢do de 100 ppm de composto vegetal sendo uma mistura comercial a base de dleos
essenciais de orégano (carvacrol), alecrim (cineol), canela (cinamaldeido) e extrato de
pimenta vermelha (capsaicina). Os niveis dos produtos adicionados nas ra¢des seguiram
as recomendagdes dos fabricantes. Cada dieta foi fornecida durante todos os dias do
experimento.

O composto vegetal possui 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare), canela
(Cinnamomum zeylanicum) e alecrim (Rosmarinus officinallis) e extrato de pimenta
vermelha (Capsicum annuum) e apresenta garantias minimas de 4500 mg/kg de
carvacrol, 1,0 g/kg de cinamaldeido, 2,0 g/kg de cineol e 20 g/kg de capsaicina. De
acordo com o FDA (Code of Federal Regulations 21 CFR 172.515, 2008; 21 CFR
582.10, 2001) estas matérias primas sao consideradas seguras e indcuas para animais e
seres humanos.

Foi realizada necropsia de cinco aves por tratamento aos nove dias de idade para
coleta de fragmentos de figado sendo fixado em solu¢do formalina tamponada a 10%.

As amostras foram processadas e coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) para andlise
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histolégica utilizando microscépio 6ptico (Olympus BH2 Olympus America Inc., NY,
USA). Foi realizada a contagem de agregados linféides por campo, sendo total de 20
campos por tratamento com aumento de 10x.

Aos 15 dias de idade os animais receberam 1,8 mL de indéculo por via oral, com
seringa acoplada em sonda, com pool de oocistos esporulados de Eimeria acervulina
(200x10°%), E. maxima (50x10°) e E. tenella (10x10%). Os oocistos foram obtidos de
cepas de campo replicados de acordo com Costa e Paiva (2007).

Aos 22 e 29 dias de idade (7 e 14 dias pds -inoculagdo), foi realizada a eutandsia e
necropsia de 36 aves, sendo 18 aos 22 dias e 18 aos 29 dias de idade (seis aves por
tratamento) para avaliacdo intestinal de lesdes de coccidiose e enterites inespecificas. As
lesdes de coccidiose foram avaliadas segundo os escores de lesdo definidos por Johnson
e Reid (1970) (Grau 0 — sem lesao; Grau 1 — lesdo leve; Grau 2 — lesdo moderada; Grau
3 — lesdo severa; Grau 4 — lesdo muito severa), e as lesdes de enterites inespecificas
foram classificadas em escores de acordo com Saad (2009) (Grau 0 — sem lesdo; Grau 1
—lesdo leve; Grau 2 — lesdo moderada; Grau 3 — lesdo severa).

Na segunda coleta, 14 dias pds-inoculagdo, também foram coletados fragmentos de
figado para contagem de agregados linféides e conteido cecal para contagem de
Clostriduim perfringens.

Para o procedimento de contagem de Clostridium perfringens foi adicionado 1,0 g de
conteddo cecal em 9 mL de solucdo fisioldgica estéril, desta dilui¢do retirou-se 1 mL
sendo pipetado em um tubo com 9,0 mL de solugdo fisiolégica estéril e assim
sucessivamente até a diluicdao 10™. Retirou-se 100 pL de cada diluicao e foi espalhado
em placas de Reinforced Clostridium Agar (Himedia®) enriquecido com sangue de
carneiro em duplicata. As placas foram incubadas em jarra de anaerobiose (Ox0id®) e

levadas a estufa regulada a 35°C por 24 horas. Foi verificado o crescimento de colOnias
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tipicas de Clostridium perfringens que apresentavam um halo de beta-hemdlise sendo
confirmadas pelo método de Gram. Posteriormente, as colonias foram contadas e os
resultados foram expressos de acordo com Procedimentos de Contagem de Coldnia de
acordo com a Normativa n°6 publicada em 26 de agosto de 2003 (MAPA).

A contagem das colonias de Clostridium foi transformada em Logl0 para converter
os dados em distribuicdo normal para realizacdao da andlise estatistica. A contagem de
agregados linféides, colonias de Clostridium e escores de lesdo foram analisados no
programa StatView for Windows Copyright© 1998 (SAS Institute Inc., NC, USA) com

ANOVA e teste de Post Hoc de Fischer com significincia menor que 0,05.

RESULTADOS

Na tabela 1 estdo apresentados os dados referentes a mediana dos escores de lesdo
especifica de coccidiose aos 22 dias de idade (sete dias apds a inocula¢do), ndao havendo
diferenca significativa entre os tratamentos.

Tabela 1 — Mediana de escores de lesdes especificas de coccidioses no trato
gastrintestinal observadas na necropsia de 18 frangos aos 22 dias de idade (sete dias

apos a inoculacao de eimerias) (P>0,05).

Eimeira sp. Controle Avilamicina Composto vegetal*
E. acervulina 0,6 0,4 1,4
E. maxima 0,4 0,4 14
E. tenella 2,0 2,2 1,2

* Composto vegetal - 6leo essencial de orégano, alecrim, canela e extrato de pimenta vermelha.

Nao foram observadas diferencas significativas nas avaliagcdes de enterites
inespecificas, tanto aos 22 quanto aos 29 dias de idade (7 e 14 dias pds-inoculacio de
eimérias). Na tabela 2 estdo apresentados os dados referentes a mediana dos escores de
lesdo especifica de coccidiose aos 29 dias de idade (14 dias ap6ds a inoculagdo). Nao foi

observada diferenca significativa (P=0,184) para lesdes de E. acervulina entre os
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tratamentos. Entretanto, para lesdes de E. maxima e E. tenella, as aves dos tratamentos
com avilamicina e composto vegetal apresentaram significativa reducdo em severidade
(P=0,033).

Tabela 2 — Mediana de escores de lesdes especificas de coccidiose no trato
gastrintestinal observadas na necropsia de 18 frangos aos 29 dias de idade (14 dias apds

a inoculagdo de eimerias).

Eimeira sp. Controle Avilamicina Composto vegetal* P
E. acervulina 1,0 0,5 0,2 0,184
E. mdxima 0,8*" 0,0° 0,0° 0,033
E. tenella 0,8" 0,3" 0,0° 0,006

* Composto vegetal - 6leo essencial de orégano, alecrim, canela e extrato de pimenta vermelha.

**Valores seguidos por letras distintas na mesma linha diferem entre si (P<0,05).

Na contagem de agregados linféides (AL) no figado das aves com nove dias de
idade, antes de serem inoculados com eimérias, nao foi observado diferenca estatistica
(P=0,609), havendo poucos agregados presentes (grupo controle e avilamicina — média
de 0,05 AL; grupo composto vegetal — zero). Aos 29 dias de idade (14 dias apds a
inoculagdo com eiméiras) também ndo houve diferenca significativa entre os

tratamentos em rela¢do ao nimero de agregados linféides no figado (P=0,687).

Na tabela 3 estdao apresentados os dados referentes a contagem de coldnias de
Clostridium perfringens aos 29 dias de idade (14 dias apds a inocula¢do de eimerias),
mostrando que o grupo de aves alimentadas com dieta com avilamicina controlou
significativamente a contagem de Clostridium perfringens, enquanto que O grupo
tratado com o composto vegetal apresentou reducdo significativa deste microrganismo

em relagdo ao grupo controle.
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Tabela 3 — Média dos resultados de contagem de coldnias de Clostridium perfringens
(Log10 UFC/g) de conteudo cecal de 6 frangos por tratamento aos 29 dias de idade (14

dias ap6s a inoculacao de eimérias) (P<0,0001).

Tratamento Logl0 UFC/g
Controle 10x 10°*°
Avilamicina 0°
Composto vegetal* 2,7x10%¢

* Composto vegetal - 6leo essencial de orégano, alecrim, canela e extrato de pimenta vermelha.

**Valores seguidos por letras distintas na mesma coluna diferem entre si (P<0,05).

DISCUSSAO

O uso de avilamicina e o composto vegetal a base de dleos essenciais de orégano,
alecrim, canela e extrato de pimenta na dieta reduziram significativamente os escores de
lesdes intestinais causados por E. maxima e E. tenella aos 29 dias de idade (14 dias apds
a inoculagdo). Virios estudos tém demonstrado que compostos a base de Oleos
essenciais possuem atividade coccidiostética (Allen et al., 1997; Christaki et al., 2004;
Giannenas et al., 2003; Youn e Noh, 2001) ou reduzem o impacto econdmico causado
pelos coccidios (Duffy et al., 2004; Duffy et al., 2005; Ibrir et al., 2002).

O numero e a composi¢do dos microorganismos variam consideravelmente ao longo
do trato gastrointestinal. O ceco das aves € reconhecido como o segmento de maior
colonizacdo de microorganismos, apresentando quantidades que variam entre 10" a
10'? UEC/g. E neste local que ocorre a fermentacdo microbiana, sendo que grande
nimero de bactérias Gram-positivas e negativas estdo presentes neste local como
Bifidobactérias, Bacterdides, Streptococcus e Clostridium. (Gabriel et al, 2006).
Observa-se que a utilizagdo de avilamicina e do composto vegetal reduziram o nimero
de colonias de Clostridium perfringens no ceco das aves, quando comparado ao grupo
controle. Estes resultados corroboram com os relatados por Mitsch et al. (2004), onde o

uso de Oleos essenciais na dieta reduziu a proliferacao de Clostridium perfringes no
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intestino e fezes de frangos de corte, reduzindo o risco de enterite necrética, assim como
Jamroz e Kamel (2002) também observaram reducdo significativa no numero de
Escherichia coli e Clostridium perfringens em ceco de frangos de corte alimentados
com mistura de 6leos essenciais de capsaicina, cinamaldeido e carvacrol.

A alteracdo da permeabilidade da membrana das paredes celulares das bactérias se
deve ao cardter lipofilico dos dleos essenciais que se acumulam nas membranas. As
bactérias gram-negativas possuem uma membrana externa que contém
lipopolissacarideos, formando uma superficie hidrofilica. Este cardter hidrofilico cria
uma barreira a permeabilidade das substancias hidrofébicas como o6leos essenciais,
explicando a resisténcia de bactérias Gram-negativas a esses aditivos (Dorman e Deans,
2000). Sendo o Clostridum perfringens uma bactéria Gram-positiva, é possivel utilizar
compostos a base de dleos essenciais como alternativas para o controle da enterite
necrética em frangos de corte.

Pode-se especular que o controle das lesdes causadas por E. tenella tenha interferido
na redu¢do da colonizacgdo por C. perfringens por melhorar a absorcao de nutrientes. O
aumento na digestibilidade e absor¢do de nutrientes reduzem a disponibilidade de
substrato para o desenvolvimento de bactérias patdégenas, como por exemplo, o
Clostridium perfringens (Gil de los Santos et al., 2008; Oetting et al., 2006). Alguns
estudos relatam que a inclusdo de composto vegetal (orégano, canela e pimenta) na
alimentacdo de frangos de corte melhora o coeficiente de digestibilidade da matéria
seca, melhorando o ganho de peso e a conversdo alimentar (Herndndez et al., 2004;
Jamroz e Kamel, 2002). De acordo com Jamroz e Kamel (2002), o aumento da
digestibilidade dos nutrientes devido a suplementagdo com 6leos essenciais favoreceu o
equilibrio da microbiota, diminuindo o potencial de adesdo de patégenos ao epitélio

intestinal.
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Entretanto, alguns autores relatam que uma possivel auséncia de efeito no
desempenho dos animais poderia estar relacionada a composicao da dieta basal utilizada
e/ou as condi¢cdes ambientais a que os animais sdo submetidos (Lee et al., 2003), como
por exemplo superlotacdo (Zhang et al., 2005). Dietas altamente digestiveis limitam o
desenvolvimento de bactérias no trato intestinal, pela redu¢do de substrato disponivel ao
crescimento bacteriano, diminuindo o potencial antimicrobiano dos compostos vegetais.
O mesmo pode acontecer se os animais forem alojados em instalagdes com baixo
desafio sanitario e com boas condi¢des de higiene e manejo (Lee et al., 2003). Ainda,
Barreto et al. (2008) ndo observaram diferencga significativa no desempenho de frangos
de corte frente ao uso de Oleos essenciais separadamente (orégano, cravo, canela e
pimenta vermelha), porém isto pode ter ocorrido devido ao fato dos extratos terem sido
fornecidos isoladamente ou pela dieta e ambiente serem de boa qualidade, ndo
possibilitando a esses compostos expressarem sua atividade. Christaki et al (2004)
estudaram o efeito de uma mistura comercial de 6leos essenciais em frangos desafiados
com Eimeria tenella, e obtiveram resultados positivos com relagdo ao desempenho
(ganho de peso, consumo de racdo e conversido alimentar) e observaram reducio nas
lesdes em ceco nos animais tratados com a mistura.

Na contagem de agregados linféides no figado 14 dias apds inoculagdo com eimérias
ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos, mas foi possivel constatar
redu¢cdo numérica de agregados linféides no grupo tratado com o composto vegetal em
relacdo ao grupo controle. Esta forma de avaliagdo da reposta inflamatéria frente ao
desafio com Eimeria sp. ndo € discutida na literatura, sendo apenas relatado por Sousa
et al. (2009), que observaram que a presenca de agregados linféides no figado parece ser
influenciada pela severidade da infecc¢do intestinal decorrente da coccidiose avidria.

Maiores estudos devem ser realizados nesta drea para compreender estes resultados.
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Observa-se que o uso do composto vegetal utilizado neste trabalho pode ser eficiente
em controlar lesdes causadas por protozodrios do género Eimeria em aves e também
controlar a populacdo de Clostridium perfringens no ceco dos animais, porém a
avilamicina utilizada como antibidtico promotor de crescimento mostra-se mais
eficiente e devido ao diferente mecanismo de a¢c@o e apresenta uma acdo mais imediata,
enquanto que os compostos vegetais necessitam de maior tempo para exibir o seu

potencial no controle da microbiota intestinal.

CONCLUSAO

O uso de avilamicina inibiu a colonizagdo por Clostridium perfringens no ceco das
aves, enquanto que o produto a base de 6leo essencial de orégano, alecrim, canela e
extrato de pimenta vermelha na dose de 100 ppm controlou parcialmente a colonizacdo
por C. perfringens no ceco, sendo este resultado significativamente melhor que no
grupo controle. O composto vegetal e a avilamicina foram capazes de reduzir
significativamente as enterites especificas causadas por Eimeria maxima e E. tenella nas
aves aos 29 dias de idade (14 dias ap6s a inoculagdo) e podem ser utilizados no controle

destas enfermidades.
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OLEO ESSENCIAL DE OREGANO, ALECRIM, CANELA E
EXTRATO DE PIMENTA NA DIETA DE FRANGOS DE CORTE

PARA O CONTROLE DE SALMONELLA ENTERITIDIS

RESUMO

No presente estudo, objetivou-se avaliar a eficiéncia de um composto vegetal a base de
Oleo essencial e extrato de ervas em aves desafiadas com Salmonella Enteritidis. 24 aves
de um dia de idade foram distribuidas em trés tratamentos, sendo alimentadas com ragcao
sem adicdo de coccidiostdtico. T1 — dieta controle sem adi¢do de antibidtico promotor
de crescimento, T2 — dieta com 10 ppm de Avilamicina, T3 — dieta com 100 ppm de um
composto vegetal a base de dleo essencial de orégano (Origanum vulgare), de canela
(Cinnamomum zeylanicum) e de alecrim (Rosmarinus officinallis) e extrato de pimenta
vermelha (Capsicum annuum). Aos 21 dias de idade todas as aves foram inoculadas
com 10° UFC de Salmonella Enteritidis. Foram realizados suabes de cloaca de todos os
animais as 24, 48 e 72 horas pds-inoculagdo (PI) e as amostras foram processadas para
contagem de Salmonella. No terceiro dia apds a inoculagdo, as oito aves de cada
tratamento foram necropsiadas. Coletou-se fragmentos de duodeno, ileo e ceco, para
avaliacdo histolégica, morfométrica, imuno-histoquimica (duodeno e ceco) e
eletromicrografia de varredura (ileo e ceco). Os resultados foram submetidos a ANOVA
(P<005). A utilizagdo do composto vegetal e da avilamicina diminuiu a excrecdo de
Salmonella em aves 72 horas Pl de Salmonella. A utilizacio do composto vegetal
aumentou a relagdo vilo/células CD3" no duodeno, em relagdo ao grupo avilamicina e
controle, porém ndo teve efeito sobre a expressdo destas células no ceco.
Palavras-Chave: eletromicrografia de varredura, imuno-histoquimica, promotor de

crescimento, Salmonella Enteritidis.
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OREGANO, ROSEMARY, CINNAMON ESSENTIAL OILS AND PEPPER

EXTRACT IN BROILER FEED TO CONTROL SALMONELILA ENTERITIDIS

ABSTRACT

This study was carried out to evaluate the efficiency of a product based on essential oils
and herbal extract in birds challenged with Salmonella Enteritidis (SE). 24 day old
chicks were allotted to three treatments. T1 — control diet without antibiotics growth
promoter, T2 — diet with 10 ppm of Avilamycin, T3 — diet with 100 ppm of a plant
compost based on the essential oil of oregano (Origanum vulgare), rosemary
(Rosmarinus officinallis), cinnamon (Cinnamomum zeylanicum) and red pepper extract
(Capsicum annuum). At 21 days of age all birds were inoculated with 10° CFU of SE.
Cloacal swabs were collected of all animals at 24, 48 and 72 hours post inoculation and
the samples were processed for counting of Salmonella. On the third day after
inoculation, the eight birds from each treatment were necropsied. Fragments were
collected from duodenum, ileum and caecum for histological, morphometric,
immunohistochemical (duodenum and caecum) and scanning electron micrograph
(ileum and caecum). The results were submitted to ANOVA (P<005). The use of plant
compost and avilamycin decreased the excretion of Salmonella in poultry 72 hours after
the inoculation. The use of plant compost increased villous / CD3" cells in the
duodenum, compared to group avilamycin and control, but had no effect on the
expression of these cells in the cecum.

Key-words: growth promoter, immunohistochemistry, Salmonella Enteritidis, scanning

electron micrograph.
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INTRODUCAO

A salmonelose € uma zoonose de importancia mundial que preocupa as autoridades
sanitdrias e se constitui em importante barreira ao comércio internacional de alimentos.
A ampla distribui¢cdo de Salmonella entre os animais e sua capacidade de sobreviver por
longos periodos no meio ambiente contribuem para seu destacado papel em sauide
publica (Butaye et al, 2003). O género Salmonella pertence a familia
Enterobacteriaceae e compreende as espécies S. enterica e S. bongori; a espécie S.
enterica alberga as linhagens patogénicas distribuidas em seis subespécies e 2.564
sorovares, todas patogénicas ao homem (Bopp et al., 2003) onde inclue-se a Salmonella
Enteritidis (SE).

O uso dos chamados promotores de crescimento, agentes antibacterianos
incorporados na ragdo animal par a melhorar o desempenho animal, ndo € aplicado com
o intuito de reduzir contaminacdo por Salmonella, bem como seu impacto em saude
publica. Entretanto, sabe-se que o uso de antibidticos como profildticos ou como
promotores de crescimento em ragcdo animal reduz o isolamento de Campilobacter
Jjejuni e outros patdgenos (incluindo Salmonella) na carne de aves (Cox Jr., 2005).
Assim, se demonstra que a criacdo organica de aves, sem a presenca de promotores de
crescimento, aumenta o isolamento de Salmonella em carcacas de aves (Miranda et al.,
2008).

Alternativas a estes promotores de crescimento, poderiam também de alguma forma
atuarem na reducdo da excre¢do de SE em aves. Dentre as alternativas para os
promotores de crescimento descritas na literatura, destaca-se o uso de 6leos essenciais e
extratos de plantas (Jeauround et al., 2002; Miltenburg, 2000). Os dleos essenciais
constituem-se em complexas misturas de substincias voléteis, geralmente lipofilicas

(Simdes e Spitzer, 1999), cujos componentes incluem diversas moléculas quimicas, nos
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quais, um composto farmacologicamente ativo € majoritario. Assim, no orégano,
encontra-se o carvacrol (3 a 17%); no tomilho, o timol (40%) e, na canela, o
cinamaldeido (75%) (Farmacopea Italiana, 1998).

Os dleos essenciais extraidos de orégano, tomilho, canela, entre outros, tém potencial
antimicrobiano significativo (Burt, 2004; Jeauround et al., 2002; Kalemba e Kunicka,
2003). Com esta perspectiva, é fundamental avaliar a atividade de Oleos essenciais e
extratos de planta sobre Salmonella, um importante patégeno do intestino de aves, que
potencialmente pode contaminar subprodutos como carne e ovos, constituindo-se em
grande problema para satide publica. Desta maneira, o presente estudo foi desenvolvido
com o objetivo de avaliar a eficiéncia antimicrobiana de um produto a base de dleo
essencial e extrato de ervas em aves desafiadas com Salmonella Enteritidis, além de

verificar a presenga de células CD3" (linf6citos T) na mucosa intestinal.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram alojadas 24 aves de um dia de idade, distribuidas em um desenho
experimental inteiramente casualizado com trés tratamentos e oito repeti¢cdes, sendo
cada ave uma repeticdo. Cada tratamento recebeu racdo formulada de acordo com os
niveis recomendados pelo NRC (1994) sem adi¢do de coccidiostético, sendo que o T1
recebeu dieta controle sem adi¢do de antibidtico promotor de crescimento, T2 dieta
contendo 10 ppm de Avilamicina, T3 dieta contendo 100 ppm de composto vegetal
sendo uma mistura comercial a base de 6leos essenciais de orégano (carvacrol), alecrim
(cineol), canela (cinamaldeido) e extrato de pimenta vermelha (capsaicina). Os niveis
dos produtos adicionados nas ragdes seguiram as recomendacdes dos fabricantes. Cada

dieta foi fornecida durante todos os dias do experimento.
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O composto vegetal possui 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare), de canela
(Cinnamomum zeylanicum) e de alecrim (Rosmarinus officinallis) e extrato de pimenta
vermelha (Capsicum annuum) e apresenta garantias minimas de 4500 mg/kg de
carvacrol, 1,0 g/kg de cinamaldeido, 2,0 g/kg de cineol e 20 g/kg de capsaicina. De
acordo com o FDA (Code of Federal Regulations 21 CFR 172.515, 2008; 21 CFR
582.10, 2001) estas matérias primas sao consideradas seguras e indcuas para animais e
seres humanos.

As aves foram identificadas por anilhamento na membrana da asa e alojadas de 01 a
24 dias de vida em boxes experimentais. Todas as aves receberam racdo e 4gua a
vontade em todo o periodo experimental, com controle de temperatura, mantendo-se o

conforto das aves nesse ambiente.

Inoculacao de Salmonella

Cultura contendo Salmonella sorotipo Enteritidis (SE) isolada de frangos de corte e
mantida sob refrigeracdo foi cultivada por 12 horas a 37° C em caldo de infusdo de
cérebro e coragdo (BHI) e posteriormente plaqueada em meio Agar de Xilose Lisina
Deoxicolato (XLD) e incubado por 24 horas. Apenas uma colonia foi transferida para
caldo BHI e incubada por 37° C por duas horas.

Aos 21 dias de idade todas as aves receberam 1,0 mL de indculo via oral contendo
10° UFC de SE, com o uso de seringa acoplada em sonda diretamente no eso6fago das

aves.

Analise Microbiologica
Suabes de cloaca de todos os animais foram coletados as 24, 48 e 72 horas pds-

inoculagdo e as amostras foram processadas para contagem de Salmonella.
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Os suabes foram colocados em tubos contendo 2,0 mL de dgua peptonada 2%. Foi
retirado 1,0 mL desta solucdo e pipetado em tubo contendo 9,0 mL de dgua peptonada
0,1% (dilui¢do 10" e assim sucessivamente até as dilui¢des 10 e 10, Foi retirado 100
pL de cada diluicdo e plaqueado em duplicata em meio XLD. As placas foram
incubadas em estufa regulada a 35°C por 24h para posterior contagem das coldnias
(adaptado de Desmidt et al., 1998). Os resultados foram expressos de acordo com
Procedimentos de Contagem de Colonia de acordo com a Normativa n°6 publicada em
26 de agosto de 2003 (Brasil - MAPA).

Os tubos contendo os suabes e a dgua peptonada 2% foram incubados a 35°C por
24h. Quando ndo havia a presenca de colonias tipicas de Salmonella nas placas apds
24h de incubagdo, era retirado 100 pL da solucdo de suabe em 4gua peptonada 2% e
acrescido em tubo contendo 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis, sendo entdo
incubado em estufa regulada a 42°C por 24h para confirmacao da presenca ou auséncia

de Salmonella.

Necropsia

Aos 24 dias de vida das aves, ou seja, no terceiro dia apds a inoculagdo, as oito aves
de cada tratamento foram eutanasiadas por deslocamento cervical e necropsiadas.
Foram coletados fragmentos de duodeno, ileo e ceco, em solu¢do formalina tamponada
a 10%, para avaliacdo histolégica, morfométrica, imuno-histoquimica (duodeno e ceco)

e eletromicrografia de varredura (ileo e ceco).
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Analises histolégicas

As amostras de duodeno, ileo e ceco foram processadas e coradas com Hematoxilina
e Eosina (HE) e Alcian Blue para andlise histolégica. As varidveis estudadas nos
intestinos foram altura dos vilos, profundidade das criptas, contagem de células
caliciformes (coradas em azul), com leitura em aumento de 40x de 20 vilos e criptas em
cada grupo experimental (adaptado de Maiorka et al., 2000). As analises morfométricas
do epitélio intestinal foram feitas em microscopia de luz, em sistema analisador de
imagens (Motic Images Plus 2.0-Motic China Group Co.,2006) acoplado ao
microscopio (Olympus BH2 Olympus America Inc., NY, USA). Apds a obtencao dos
dados, foi realizada a relacdo vilo/células caliciformes e vilo/cripta.

Fragmentos de duodeno e ceco também foram coletados para realizacdo de imuno-
histoquimica; e fragmentos de ileo e ceco foram coletados para eletromicrografia de

varredura.

Imuno-histoquimica

As secdoes de duodeno e ceco foram submetidas a imuno-histoquimica. A
recuperagdo antigénica foi realizada colocando-se as amostras em solu¢do Tampao
Citrato pH 6,0 em microondas por 10 minutos. Na sequencia, as amostras receberam
anticorpo policlonal desenvolvido em coelhos como anticorpo primério anti-CD3
(DAKO Corporation, CA, USA), diluido 1:750, por 40 minutos em temperatura
ambiente. Para deteccdo da reacdo foi utilizado anticorpos secunddrios anti-
camundongo e anti-coelho combinados num mesmo sistema de amplificacdo (Kit
ADVANCE® - DAKO Corporation, CA, USA) por 40 minutos em temperatura
ambiente. Para revelacdo utilizou-se cromégeno (Kit DAB® - DAKO Corporation, CA,

USA) por 5 minutos. A contra-coloragao foi realizada com hematoxilina Meyer por um
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minuto. As andlises imuno-histoquimicas dos intestinos foram feitas em microscopia de
luz, em sistema analisador de imagens (Motic Images Plus 2.0-Motic China Group
Co0.2006), acoplado ao microscépio (Olympus BH2 Olympus America Inc., NY, USA).
Nas amostras de duodeno e ceco foi realizada a quantificacdo de células CD3 positivas
intra-epiteliais, em toda a extensao do vilo, sendo contado 10 vilos por tratamento. Foi

realizada também a relac@o vilo/células CD3".

Anadlise Estatistica

Todos os resultados obtidos foram analisados pelo programa estatistico StatView for
Windows Copyright® 1998 (SAS Institute Inc., NC, USA). A contagem de coldnias foi
transformada em Log 10 para diminuir a amplitude dos resultados. Os resultados da
altura dos vilos, profundidade das criptas, relagdo vilo-cripta e contagem das células
caliciformes foram submetidos a ANOVA (P<005) e caso as médias obtidas

apresentassem diferenga significativa, essas eram submetidas ao teste de Tukey.
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RESULTADOS

Na contagem de coldnias de Salmonella ap6s coleta de suabe de cloaca de aves de 21
dias de idade inoculadas com 10° UFC de Salmonella Enteritidis (SE), foi observada
significativa diferenca 24 e 72 horas apds a inoculagdo (Tabela 1). Nas primeiras 24
horas, o grupo que recebeu avilamicina na dieta apresentou contagem
significativamente menor em relagdo ao grupo controle e ao grupo que recebeu o
composto vegetal. Entretanto, 72 horas apds a inoculagdo, tanto o grupo que recebeu
avilamicina na dieta quanto o que recebeu o composto vegetal obtiveram contagem

significativamente inferior ao grupo controle.

Tabela 1 — Contagem de coldnias de Salmonella observadas em suabe de cloaca de aves
de 21 dias de idade inoculadas com 10° UFC de Salmonella Enteritidis 24, 48 e 72 horas

apos a inoculagdo (PI) (Média + Desvio Padrao dos valores expressos em Log 10).

Horas PI Controle Avilamicina ~ Composto vegetal* P

24horas 3,68 +090*" 0,77 +1,55"° 2,48+1,70° 0,051
48 horas 0,91 1,34 0,00 % 0,00 1,50 + 1,73 0,298
72 horas 415+0,89* 1,70+1,96°" 1,L19+1,49° 0,047

* Composto vegetal - 6leo essencial de orégano, alecrim, canela e extrato de pimenta vermelha.

**Valores seguidos por letras distintas na mesma linha diferem entre si (P<0,05).

Na avaliacdo histolégica de duodeno (tabela 2), foi observado altura de vilo
significativamente maior no grupo alimentado com composto vegetal em relacdo ao
controle, sendo similar ao grupo avilamicina. O numero de células caliciformes também
foi significativamente maior, inclusive em relacdo ao grupo avilamicina, sendo
confirmado pela menor relacdo vilo/células caliciformes. Nao houve diferenca
significativa de profundidade de criptas entre os tratamentos. Entretanto, ao realizar a
relacdo vilo/cripta, observou-se maior relacdo no grupo composto vegetal. Em relacdo a

imuno-histoquimica, foi observado significativa maior contagem de células CD3" no
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grupo que recebeu dieta com avilamicina em relagdo ao grupo composto vegetal. Porém
ao ser realizada a relacdo vilo/células CD3", observou-se incremento significativo para a
propor¢do no grupo composto vegetal em relagdo ao grupo controle e avilamicina, ou

seja, foi observado uma célula CD3" a cada 3,78 pum de altura de vilo.

Tabela 2 — Avaliacdes em microscopia 6tica de fragmentos de duodeno de aves de 21

dias de idade inoculadas com 10° UFC Salmonella Enteritidis (Média + Desvio Padrao).

Varidveis Controle Avilamicina Composto vegetal* P

Vilosidade (nm) ~ 580,25+145,18 " 648,91+141,95®  710,50+115,90 ° 0,0134
Caliciformes (n°)  142,75+34,55 ° 146,90+29,84 200,05+49,54°  <0,0001

Vilo/Caliciforme 4,16 091" 454 +1,18° 3,79 +1,19° 0,0376
Cripta (um) 70,34 £21,02 70,58 + 16,39 60,63 + 19,71 NS

Vilo/Cripta 9,10+3,48" 9,59 +2,74° 12,79 £ 4,11 ° 0,0038
Células CD3*(n°) 2799+ 116,57 329,24 110,65 * 196,1 +69,13° 0,0216
Vilo/CD3" 2,32+0,84" 238+1,15° 3,78 +1,24° 0,0086

* Composto vegetal - 6leo essencial de orégano, alecrim, canela e extrato de pimenta vermelha.

**Valores seguidos por letras distintas na mesma linha diferem entre si (P<0,05).

Na avaliacdo histoldgica de ileo (tabela 3), também foi observado altura de vilo
significativamente maior no grupo composto vegetal em relacdo ao controle e
avilamicina. Nao houve diferenca significativa em relacdo ao ndmero de células
caliciformes. Entretanto, observou-se significativa maior relagdo vilo/células
caliciformes no grupo composto vegetal, em que a cada 2,35 um de altura de vilo foi
observado uma célula caliciforme. Em relacdo a profundidade de cripta, foi observado
significativa menor profundidade no grupo controle em relacdo ao grupo composto
vegetal. Entretanto, ao realizar a relagdo vilo/cripta, ndo foi observado diferenca

significativa.
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Tabela 3 — Avaliagdes em microscopia 6tica de fragmentos de ileo de aves de 21 dias de

idade inoculadas com 10° UFC Salmonella Enteritidis (Média + Desvio Padrio).

Variaveis Controle Avilamicina Composto vegetal* P
Vilosidade (um) ~ 278,19+4522*" 249,10 +53,52%  335,04+3995°  <0,0001
Caliciformes (n°) 168,00 + 38,11 173,00 + 47,43 168,15 + 62,06 NS
Vilo/Caliciforme 1,742 +0,517* 1,558 £0,544*  2,352+1,093" 0,0047
Cripta (um) 50,89 +11,84*  57,13+1529%® 66,71 £21,01° 0,0132
Vilo/Cripta 5,63 +1,19 4,71 1,80 5,53 +1,82 NS

* Composto vegetal - 6leo essencial de orégano, alecrim, canela e extrato de pimenta vermelha.

**Valores seguidos por letras distintas na mesma linha diferem entre si (P<0,05).

Na avaliagdo histolégica dos cecos (tabela 4), foi observado altura de vilo
significativamente maior no grupo controle em relacdo aos grupos avilamicina e
composto vegetal. Assim como no ileo, o nimero de células caliciformes também nado
apresentou diferenca significativa entre os tratamentos. Entretanto, observou-se
aumento significativo na relac@o vilo/células caliciformes no grupo controle em relagdo
aos grupos avilamicina e composto vegetal. Na profundidade de cripta, o grupo controle
obteve maior profundidade, seguido pelo grupo composto vegetal, sendo a menor no
grupo avilamicina. Na relacdo vilo/cripta, o grupo avilamicina apresentou propor¢cao
significativamente maior quando comparado ao grupo controle. Em relacdo a imuno-
histoquimica, foi observado significativa maior contagem de células CD3" no grupo
controle em relacdo ao avilamicina, sendo que o grupo composto vegetal obteve
contagem intermedidria. Porém, ao ser realizada a relacdo vilo/células CD3", ndo foi

observada diferenca significativa.
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Tabela 4 — Avaliagdes em microscopia Otica de fragmentos de ceco de aves de 21 dias

de idade inoculadas com 10° UFC Salmonella Enteritidis (Média + Desvio Padrio).

Variaveis Controle Avilamicina ~ Composto vegetal* P
Vilosidade (um)  176,66+£35,10*"  85,15+16,0°  98,17+17,35°  <0,0001
Caliciformes (n°) 13,65 + 8,57 18,0+ 11,29 18,0 + 7,36 NS
Vilo/Caliciforme 17,94 £ 10,39 6,09 +3,55° 6,74 + 4,09 ° <0,0001
Cripta (um) 84,98 £2239*  3227+9,38" 45+11,98°¢ <0,0001
Vilo/Cripta 221+0,7° 2,86 +1,05° 2,34+0,79 0,0489
Células CD3*(n°) 63,6 +3823%  27,7+1991°  435+10,82®  0,0151
Vilo/CD3* 3,50 £ 1,75 3,20 1,53 2,53 +0,80 NS

* Composto vegetal - 6leo essencial de orégano, alecrim, canela e extrato de pimenta vermelha.

**Valores seguidos por letras distintas na mesma linha diferem entre si (P<0,05).

A figura 1 representa a similaridade na rela¢do vilo/células CD3" no ceco com a

contagem de colonias de Salmonella 72h apés a inoculacdo de 10° UFC de SE

demonstrando ndo haver relac@o entre as mesmas.

4,50
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
@,50
@,00

3,50 a

Controle Avilamicina

mVilo/CD31 (P>0,05)

Compostoveactal

Log 10 Coldnias (P 0,047)

Figura 1 — Representacao do Log10 de coldnias de Salmonella 72h ap6s a inoculagdo de

10° UEC de Salmonella Enteritidis em aves de 21 dias de idade em comparagdo 2

relagdo vilo/células CD3".
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A figura 2 representa quatro imagens de eletromicrografia de varredura da superficie
da mucosa do ileo de frangos de corte com 24 dias de idade desafiados com 10° UFC de
SE submetidos a diferentes tratamentos na alimentacdo, sendo a figura A o grupo
controle, apresentando superficie com espesso muco e com presenca de fimbrias de
bactérias aderidas ao epitélio; a figura B mostra uma aproximacgao da superficie mucosa
(X350) de ave do grupo controle apresentado fimbrias aderidas; a figura C € referente
ao grupo alimentado com dieta com avilamicina apresentando pouco muco € sem
fimbrias aderidas; e a figura D refere-se ao grupo alimentado com dieta com composto

vegetal, apresentando muco moderado e algumas fimbrias aderidas ao epitélio.

Figura 2 — Eletromicrografia de varredura da superficie da mucosa do ileo de aves com
24 dias de idade desafiadas com 10° UFC de Salmonella Enteritidis submetidas a
diferentes tratamentos na alimentacdo: A) grupo controle, superficie com espesso muco
e fimbrias de bactérias aderidas ao epitélio; B) aproximacdo da superficie mucosa
(X350) de ave do grupo controle apresentado fimbrias aderidas; C) grupo alimentado
com dieta com Avilamicina apresentando pouco muco e sem fimbrias aderidas; D)
grupo alimentado com composto vegetal a base de dleo essencial de orégano, alecrim,
canela e extrato de pimenta, apresentando muco moderado e algumas fimbrias aderidas

ao epitélio (figuras A, C, D: X 200; B: X 350).
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A figura 3 representa também imagens de eletromicrografia de varredura da
superficie da mucosa do ceco de aves desafiadas com 10° UEC de SE submetidos a
diferentes tratamentos na alimentacdo, sendo a figura A o grupo controle apresentando
superficie com espessa camada de muco; a figura B representa uma aproximacdo da
figura A (X 3.500), mostrando estrutura de bastonetes aderidos a mucosa; a figura C
representa o grupo alimentado com dieta com avilamicina apresentando pouco muco; e
a figura D refere-se ao grupo alimentado com dieta com composto vegetal,

apresentando superficie com mucosa limpa.

Figura 3 — Eletromicrografia de varredura da superficie da mucosa do ceco de aves com
24 dias de idade desafiadas com 10° UFC de Salmonella Enteritidis submetidas a
diferentes tratamentos na alimentacdo: A) grupo controle, superficie apresentando
espessa camada de muco; B) (X 3.500) grupo controle, aproximacdo mostrando
estrutura de bastonetes aderidos a mucosa; C) grupo alimentado com dieta com
Avilamicina apresentando pouco muco; D) grupo alimentado com dieta com composto
vegetal a base de 6leo essencial de orégano, alecrim, canela e extrato de pimenta,

superficie mostrando mucosa limpa. (figuras A, C, D: X 200; B: X 3.500).
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DISCUSSAO

No presente estudo, a contagem de colonias de Salmonella em suabe de cloaca de
aves inoculadas com 10° UFC de SE, nas primeiras 24 horas, demonstrou que o grupo
que recebeu avilamicina na dieta apresentou contagem significativamente menor em
relacdo ao grupo controle e ao grupo que recebeu 6leo essencial de orégano, alecrim,
canela e extrato de pimenta. Estudos de Burt et al. (2007) demonstraram efetividade do
vapor de carvacrol, equivalente a 2 a 4 uLL de carvacrol puro, na inibi¢io do
crescimento de SE em carcagas de frango. O fato deste composto ser puro pode
justificar a diferenca daquele estudo em relacdo ao verificado neste trabalho.

Extratos vegetais e seus metabodlitos secunddrios possuem efeito bactericida e
bacteriostitico dose-dependente sobre o organismo (bactérias, fungos, virus e
protozodrios) (Smith-Palmer et al., 1998). O mecanismo pelo qual a maioria dos 6leos
essenciais exerce seu efeito antimicrobiano € por sua atividade na estrutura da parede
celular bacteriana, desnaturando e coagulando proteinas (Dorman e Deans, 2000).
Segundo estes autores, o rompimento da parede celular ocorre devido ao carater
lipofilico dos 6leos essenciais que se acumulam nas membranas.

Apesar de, no presente estudo, os animais que receberam dietas contendo composto
vegetal inicialmente (24 apds a inoculacdo) ndo apresentar diminui¢do na contagem de
Salmonella, ap6s 72h de inoculacdo observou-se redu¢do na excre¢do de Salmonella
semelhante ao observado no grupo tratado com avilamicina. Na literatura refere-se que
as bactérias Gram-negativas tendem a ser menos sensiveis aos Oleos essenciais €
extratos de plantas que as Gram-positivas. Isto porque elas possuem uma superficie
hidrofilica, criando uma barreira a permeabilidade das substincias hidrofébicas como os
Oleos essenciais (Chao et al., 2000). Entretanto, como a maioria das bactérias presentes

no intestino das aves sdo Gram-positivas, os 6leos essenciais agindo sobre estas podem
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permitir que o animal consiga combater melhor bactérias Gram-negativas, onde
encontram-se classificadas as mais patogénicas. Desta forma pode-se sugerir o
mecanismo do controle sobre excre¢do de Salmonella evidenciado neste trabalho, que
somente ocorreu 72 horas mas nao as 24 horas apds inoculacgao.

Na avaliagdo histolégica de duodeno e ileo (tabela 2 e 3), foi observado altura de vilo
significativamente maior no grupo composto vegetal em relacdo ao controle, sendo
similar ao grupo avilamicina no caso do duodeno, o que sugere melhor capacidade
absortiva. O numero de células caliciformes no grupo composto vegetal foi
significativamente maior no duodeno (Tabela 2), inclusive em relagdo ao grupo
avilamicina, sendo confirmado pela menor relacdo vilo/células caliciformes, onde a
cada 3,79 pm de altura de vilo foi observado uma célula caliciforme, enquanto que nos
outros grupos essa relacdo foi de 4, 54 e 4,16 para os grupos tratados com avilamicina e
controle, respectivamente.

Essa maior populacdo no numero de células caliciformes no grupo tratado com
composto vegetal provavelmente induz em maior quantidade de muco e isso pode ser
importante para controlar bactérias patogénicas. De acordo com Amit-Romach et al.
(2009), a reducdo na producdo de muco possibilita melhores condi¢des de adesdo e
proliferacdo de bactérias patogénicas em contrapartida da redu¢do de bactérias benéficas
a0 organismo.

Ao se observar a relagdo vilo/cripta, verifica-se maior relacio no grupo composto
vegetal, no duodeno, sugerindo maior capacidade de renovagdo celular. Em relacdo a
imuno-histoquimica, foi observado significativo aumento no ndmero de células CD3"
no grupo que recebeu dieta com avilamicina comparado ao grupo submetido ao
composto vegetal. Este resultado sugere menor resposta imune especifica nos animais

do grupo alimentado com composto vegetal. No ceco o menor nimero de células CD3"
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€ visto no grupo com avilamicina, porém ndo existe diferenca quando comparamos os
resultados de relacdo vilo/células CD3™. Na expressio de células CD3" no ceco (Figura 1),
sugere-se que a reducdo no numero de contagem de colonias ndo afeta diretamente a
populagio de células CD3". Entretanto, existem outras bactérias ou desafios que podem
estar relacionados a isto, como evidencia-se na Figura 3 B a presencga de bastonetes.

Em adicdo, na histologia de ceco (tabela 4), foi observado altura de vilo
significativamente maior no grupo controle em relacdo aos grupos avilamicina e
composto vegetal. Como o ceco nio tem fun¢do de absorcdo de nutrientes, este aumento
de tamanho no vilo do grupo controle pode sugerir maior processo inflamatorio,
podendo haver edema neste 6rgdo como sugere a eletromicrografia de varredura (figura
3 A). Em relagdo a profundidade de cripta, o grupo controle obteve a maior
profundidade, seguido pelo grupo composto vegetal, sendo a menor no grupo
avilamicina, indicando possivel maior extrusdo no vilo, necessitando de maior produgdo
de células pela cripta, o que pode, ainda, estar relacionado a maior quantidade de
bactérias isoladas e observadas na microscopia eletronica de varredura neste tratamento
(Figura 3 A e B) mostrando espesso muco e estrutura de bastonetes aderidos a mucosa o

que contrasta com a mucosa do ceco limpa evidenciada nos outros tratamentos.

CONCLUSAO

A utilizacdo de composto vegetal e avilamicina diminuiram a excrecdo de
Salmonella em aves 72 horas apds a inoculagio de 10° UEC de Salmonella Enteritidis.
A utilizacdo de composto vegetal aumentou a relacdo vilo/células CD3+ no duodeno,
em relagdo ao grupo avilamicina e controle, porém ndo teve efeito sobre a expressao

destas células no ceco.
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CONSIDERACOES FINAIS

O composto vegetal a base de 6leo essencial de orégano, alecrim, canela e
extrato de pimenta vermelha apresentou efeito tanto no controle da colonizagdo por C.
perfringens no ceco de aves inoculadas com Eimeria sp., na reducdo de enterites
especificas causadas por Eimeria maxima e E. tenella nas aves 14 dias apds a
inoculacdo, quanto diminuindo a excre¢do de Salmonella em aves 72 horas apds a
inoculagcdo de 10> UFC de Salmonella Enteritidis. Ainda, a utilizacdo de composto
vegetal aumentou a relagdo vilo/células CD3" no duodeno, em relagdo ao grupo

avilamicina e controle, porém nao teve efeito sobre a expressdo destas células no ceco.



